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Guía general de la memoria 
GUÍA GENERAL DE LA MEMORIA 
 
El objetivo de esta tesis es profundizar sobre la Hemocromatosis Hereditaria y el papel 
del gen HFE en la Hemocromatosis Hereditaria en pacientes y población general española, 
además de realizar un estudio más básico del gen HFE en humano, ratón y rata.  
 
La memoria se ha dividido en siete grandes bloques. Una introducción amplia donde se 
incluye toda la información de relevancia referente a la Hemocromatosis y a los mecanismos de 
absorción del hierro; una lista de objetivos, un capítulo que engloba a los seis artículos 
publicados sobre el tema de la tesis, un resumen global de resultados y discusión y una lista de 
conclusiones. Además se añade a modo de apéndice, para facilitar de este modo su consulta, una 
serie de datos y documentos importantes para la tesis. Por último se ha incluido una sección 
bibliográfica donde se recogen por orden alfabético las publicaciones incluidas como 
referencias para la elaboración de la presente tesis. 
 
El apartado de artículos publicados está precedido de un breve resumen unificador y a 
su vez cada artículo publicado en inglés va acompañado de su propio resumen en castellano. 
Este apartado consta de cuatro artículos de investigación y dos artículos divulgativos de carácter 
más general sobre la Hemocromatosis Hereditaria. 
Los cuatro artículos de investigación son: 
-Prevalence of the Cys282Tyr and His63Asp HFE gene mutations in Spanish patients 
with hereditary hemochromatosis and in controls. Journal of Hepatology 1998; 29, 725-728.  
-Hereditary Hemochromatosis in Spain. Genetic Testing 2000; 4 (2):171-6.  
-Cloning, sequencing and characterization of the rat HFE promoter. Comparison of the 
human, mouse and rat hemochromatosis HFE promoter regions. Gene 1998; 225: 77-87 
-Complete characterization of the 3’ region of the human and Mouse Hereditary 
Hemochromatosis Gene and detection of novel splicing forms. Blood Cells, Molecules and 
Diseases 2001; 27: 35-43. 
Los dos artículos de carácter general y divulgativo sobre la Hemocromatosis Hereditaria 
son: 
-Hemocromatosis Hereditaria: utilización del diagnóstico genético molecular. Medicina 
Integral 1999; 33: 416-425. 
-Utilidad clínica de la detección de las mutaciones del gen HFE en la Hemocromatosis. 
Gastroenterología y Hepatología 2000; 23: 433-435. 
 
Para conseguir una exposición fluida, clara y coherente del trabajo de investigación que 
aquí se presenta se ha creído conveniente integrar la descripción de los resultados y su discusión 
en una única sección a modo de resumen global de resultados y discusión. Este apartado incluye 
resultados adicionales a los publicados y pretende dar una visión de conjunto del trabajo 
realizado.  
 
Esta memoria ha sido escrita en castellano para una más amplia difusión y comprensión 
de la misma. Sin embargo al escribir ciertos vocablos he optado por utilizar la palabra originaria 
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inglesa debido a que o no existe una equivalencia propia en castellano o dicha equivalencia 
pueda ser confusa. Así pues he utilizado palabras como primers, Northern blot, splicing, etc. 
con su vocablo original y señalado en cursiva. En el caso de las abreviaciones utilizadas en la 
presente tesis he empleado la abreviación inglesa por defecto en toda la memoria para seguir 
una coherencia y he incluido una tabla de abreviaciones donde se especifica la equivalencia al 
castellano (ejemplos: HHI, hepatic iron index o índice de hierro hepático; TS, transferrin 
saturation o saturación de transferrina; JH, juvenil Hemochromatosis o Hemocromatosis 
juvenil). En todos estos casos siempre la palabra de origen inglesa se ha escrito en cursiva. 
 
En la bibliografía de la presente tesis he incluido en cada artículo donde ha sido posible 
el número de identificación del PubMed (PMID) para facilitar la búsqueda de dichos artículos 
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INTRODUCCIÓN 
 




La primera descripción de Hemocromatosis fue atribuida a Trousseau en 1865, su 
primer paciente fue un hombre de 28 años con diabetes severa. Trousseau escribió: “ desde el 
primer momento en que el paciente entró en el hospital me sorprendió su apariencia casi de 
bronce y el color negro de su pene”. La autopsia reveló un hígado muy grande. “La totalidad de 
la superficie del órgano era granulado y era de un color gris-amarillento, muy denso y resistía la 
presión impidiendo la perforación con el dedo. Crujía bajo el escalpelo y la superficie del corte 
era granulada en vez de ser lisa” (Trosseau, 1865). 
El término de Hemocromatosis fue utilizado por primera vez por von Recklinghausen 
en 1889 para describir los hallazgos tras la autopsia de un hombre con cirrosis asociada al 
acúmulo masivo de hierro en su hígado (von Recklinghausen, 1889). 
La Hemocromatosis fue propuesta por primera vez como una enfermedad hereditaria 
por Sheldon en 1935 en su monográfico clásico “ Hemocromatosis”, donde revisa referencias de 
otros 14 autores con casos de Hemocromatosis con una base hereditaria (Sheldon, 1935). La 
heredabilidad de la enfermedad permaneció en controversia durante cuatro décadas hasta que 
Simon y colaboradores demostraron una fuerte asociación entre la Hemocromatosis y el HLA-
A3, estableciendo que el gen responsable de la enfermedad estaría íntimamente ligado al locus 
HLA-A en el brazo corto del cromosoma 6 (Simon et al., 1976). Más recientemente en 1996 se 
descrió un gen candidato para la HH: el gen HFE y 2 mutaciones implicadas en la enfermedad: 
la mutación C282Y responsable de la mayoría de casos de HH y la mutación H63D involucrada 
en un estado heterocigoto compuesto con la mutación C282Y en un pequeño porcentaje de 
pacientes (Feder et al., 1996). 
Debido a que historicamente la Hemocromatosis se diagnosticaba basándose en las 
características clásicas de la cirrosis: pigmentación, diabetes y artralgia, la enfermedad se había 
descrito como una alteración muy rara con una frecuencia de 1 caso en 20000. Sin embargo 
estudios de autopsias revelaron una frecuencia más alta (1 a 2 casos por 1000) y más 
recientemente estudios de cribado poblacional han establecido una prevalencia de la enfermedad 
aún más alta (1 caso en 300 personas) (Powell et al., 1998). Por lo tanto la Hemocromatosis es 
una de las alteraciones genéticas con herencia recesiva más frecuente. 
 
2.-Definición y tipos de Hemocromatosis  
 
El término de Hemocromatosis hereditaria generalmente se reserva para describir un 
desorden hereditario del metabolismo del hierro caracterizado por una sobrecarga progresiva de 
hierro en las células parenquimales del hígado, páncreas y corazón. Cuando la enfermedad está 
plenamente desarrollada la estructura de los órganos y su función se ven seriamente afectados 
(Bacon, 2001).  
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 En general, los síndromes o desordenes de sobrecarga de hierro se pueden clasificar 
bajo dos criterios: Hemocromatosis primarias y Hemocromatosis secundarias. Las diferencias 
entre ambos tipos de Hemocromatosis son que en las Hemocromatosis secundarias existen otras 
causas, factores o enfermedades que propician la sobrecarga de hierro en el organismo, mientras 
que en una Hemocromatosis primaria la sobrecarga de hierro no puede ser atribuida a otras 
causas o enfermedades (Tabla 1). Esta tesis se centra en la Hemocromatosis primaria o 
Hemocromatosis Hereditaria de tipo I asociada al gen HFE y abreviada como HH, por lo que si 
no se especifica lo contrario cuando se cita las siglas HH nos referimos a la Hemocromatosis 
Hereditaria de tipo I. 
 
2.1.-Hemocromatosis Hereditaria (HH) tipo 1. Gen HFE en 6p21.3 
 
 La Hemocromatosis hereditaria (HH) tipo 1 o Hemocromatosis genética se describe 
ampliamente en la sección II de esta tesis. 
 
2.2.-Hemocromatosis tipo 2, Hemocromatosis Juvenil (JH) o HFE2. Gen en 1q21. 
  
 La Hemocromatosis Juvenil (JH) presenta unos rasgos similares a la HH pero su clínica 
es más severa, se caracteriza por una aparición temprana de los síntomas clínicos, antes de los 
30 años. Los síntomas que se manifiestan frecuentemente son hipogonadismo 
hipogonadotrópico, fallo cardíaco y/o arritmias. En la primera década de la vida se presenta 
dolor abdominal, en la segunda hipogonadismo hipogonadotrópico y arritmias y en la tercera 
fallo cardíaco (Cazzola et al., 1983). 
A diferencia de la HH de tipo I, en la JH no existe una expresión mayoritaria en el sexo 
masculino, afectando a ambos sexos por igual y a nivel tisular, el daño en los órganos es más 
severo en la JH, aunque la distribución parenquimal del hierro es similar en ambas entidades 
(Scully et al., 1983; Haddy et al., 1988). Los pacientes con JH no suelen presentar mutaciones 
en el gen HFE responsable de la HH de tipo I, y también se ha descartado que exista ligamiento 
con 6p (Camaschella et al., 1997). Por lo tanto la identificación de un paciente joven con 
Hemocromatosis y sin mutaciones en el gen HFE, debe apuntar hacia un posible caso de JH.  
Existen muy pocos estudios funcionales sobre el metabolismo del hierro en pacientes 
con JH, de los datos que se disponen se concluye que la absorción y el acúmulo de hierro en 
estos pacientes es más severo que en los pacientes con Hemocromatosis tipo 1 (Camaschella et 
al., 1997). Además el rango estimado de acúmulo de hierro calculado a través de las flebotomías 
requeridas es mayor en pacientes de JH que en adultos homocigotos para la mutación C282Y y 
afectos de HH (3.9-3.2 mg/día versus 1.6-0.8 mg/día) (Cazzola et al., 1998). Esta considerable 
diferencia en los niveles de absorción de hierro sugiere un mecanismo patogénico diferente 
entre las dos enfermedades. 
El curso clínico de la JH es progresivamente rápido, y frecuentemente implica 
complicaciones cardíacas a menudo fatales. En estos pacientes es importante realizar una 
inmediata pero cuidadosa disminución de los niveles de hierro bajo vigilancia, ya que las 
flebotomías (extracciones de sangre) pueden iniciar los episodios cardíacos. Los hermanos y 
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hijos de pacientes con JH deben ser testados bioquímicamente en cuanto a parámetros de hierro 
(Dooley and Walker, 2000). 
 





       HH tipo 1 HFE 6p21.3 C282Y, H63D y otras 2 235200
No relacionadas con HFE
       HJ o HFE2 ? 1q21 602390
       HFE3 TFR2 7q22 Y250X, E60X, M172K, delAVAQ 604205
       HFE4 IREG1/FPN1 2q32 A77D, N144H 604653
       Neonatal ? ? 231100
Anemia causada por eritropoiesis inefectiva:
       B-Talasemia b-globina 11p15.5 Más de 400 mutaciones 141900
       Anemia sideroblástica ALAS2 Xp11.21 I471N, T338S, F165L y otras 301300
       Anemia aplástica
       Deficiencia de piruvato quinasa PK 1q21 R132Y, T353M, Q421K y otras 266200
       Anemia pyridoxine-responsive 206000
Enfermedades del hígado:
       Alcoholismo
       Hepatitis vírica crónica B y C
       Porfiria cutanea tarda familiar (PCT) UROD 1p34 G281V, E167K, R292G y otras 176100
       Porfiria variegata (PV) PPOX 1q22 R59W, G232R, R168C y otras 176200
Transfusiones y sobrecarga de hierro parenteral:
       Transfusiones de eritrocitos
       Injecciones de hierro-dextrano
       Asociado a hemodialisis de largo tiempo
Sobrecarga de hierro de la dieta:
       Bantu siderosis (dieta+genética) 601195
Aceruloplasminemia CP 3q23-24 5bp ins, W858X, 2389Gdel y otras 604290





























1 OMIM: On-line Mendelian Inheritance in Man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
2 Ver tabla 5. 
 
El caso de JH más joven publicado es el de un niño de 7 años y su hermano de 29 meses 
(Escobar et al., 1987). Otros casos de JH se han descrito en familias italianas y del Reino Unido  
(Camaschella et al., 1997; Kelly et al., 1998) 
 La localización cromosómica del locus HFE2 no se estableció hasta 1999, cuando 
Roetto y colaboradores realizaron una búsqueda en todo el genoma para mapear el locus HFE2 
en 9 familias afectas de JH, 6 de las cuales eran consanguíneas (Roetto et al., 1999). El locus 
HFE2 se localizó en 1q, con un máximo de lod score de 5.75 en el marcador D1S498 con una 
fracción de recombinación de 0.0 y un lod score de 5.16 en D1S2344 con una fracción de 
recombinación de 0.0. La región candidata se delimitó mediante mapeo por homocigosidad 
(homozigosity mapping) de las familias consanguíneas en un intervalo aproximadamente a 4 cM 
entre los marcadores D1S442 y D1S2347. Los últimos estudios sobre la JH han excluido el gen 
ZIRTL (zinc-iron regulated transporter-like) como causantes de la enfermedad y han acotado la 
región crítica de la JH entre los marcadores D1S2344 y D1S1156 (Roetto et al., 2000). Por lo 
tanto se está  a la espera del descubrimiento del gen responsable de la JH, gen que debido a la 
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2.3.-Hemocromatosis tipo 3 o HFE3. Gen TFR2 en 7q22. 
 
 Estudios italianos indican que sólo un 64% de los pacientes con Hemocromatosis en 
Italia son homocigotos para la mutación C282Y del gen HFE (Carella et al., 1997; Piperno et 
al., 1998a). Esto sugiere que otras mutaciones están presentes en regiones no analizadas del gen 
HFE o que la Hemocromatosis se caracteriza por una heterogeneidad genética en este país. La 
teoría de la heterogeneidad genética se ha confirmado en Italia ya que existen casos publicados 
de Hemocromatosis juvenil JH o HFE2, cuyo locus se localiza en el cromosoma 1 (1q) y no en 
el cromosoma 6 (6p) donde se encuentra el gen HFE y además se han encontrado mutaciones en 
el gen TFR2 (Receptor de transferrina 2) en algunos pacientes italianos con Hemocromatosis 
(HFE3). 
 Un estudio en 2 familias sicilianas, una consanguínea, que presentaban criterios de 
Hemocromatosis pero sin mutaciones en el gen HFE reveló una mutación (Y250X) en el gen 
TFR2 (Receptor de transferrina 2), gen homólogo al receptor de transferrina clásico TFR (ver 
sección III-2.5). La mutación consiste en un cambio de una C por una G en el exón 6, posición 
nucleotídica 750 del cDNA del gen TFR2. La mutación provoca que el aminoácido tirosina pase 
a ser un codón de stop en la posición aminoacídica 250 (TAC→TAG), creándose un sitio de 
restricción MaeI. Esta mutación afecta a los dos transcritos descritos del gen TFR2 (forma α y 
β) (Kawabata et al., 1999). Todos los individuos afectos de las 2 familias estudiadas eran 
homocigotos para la mutación Y250X, mientras que la mutación no se encontró en 100 
cromosomas normales ni en 12 pacientes de Hemocromatosis sin mutaciones en el gen HFE. 
Los análisis de ligamiento demostraron que el locus HFE3 se encuentra en 7q22, con un 
máximo de lod score de 4.09 con θ = 0.0 para los marcadores D7S477 y D7S647 (Camaschella 
et al., 2000). 
 En otro estudio posterior de Roetto y colaboradores se describen dos nuevas mutaciones 
en el gen TFR2 en otras dos familias italianas (Roetto et al., 2001). Una de estas mutaciones 
corresponde a una inserción de una citosina en estado homocigoto en el exón 2 en una secuencia 
de 5 citosinas (84-88 C ins). Esta mutación resulta en la alteración del marco de lectura y la 
consecuente creación de un codón stop prematuro en el aminoácido 60 (E60X) de la proteína. 
La mutación estaba presente en homocigosidad en 6 miembros de una misma familia 
consanguínea, 5 de los cuales eran afectos. A diferencia de la mutación Y250X que afecta a 
ambos transcritos descritos del gen TFR2 (formas α y β), la mutación E60X sólo afectaría a la 
forma α y no interferiría en el transcrito β. La segunda mutación detectada en el gen TFR2 es 
una transversión en homocigosis T→A identificada en el exón 4 posición nucleotídica 515 del 
cDNA. Esta mutación missense resulta en un cambio de aminoácido de metionina a lisina en la 
posición proteica 172 (M172K). Esta mutación se encontró en homocigosis en un individuo con 
una clínica severa que presentaba también β-talasemia en estado heterocigoto heredado por vía 
materna. La mutación M172K afecta de diferente forma a los dos transcritos del TFR2 (forma α 
y β). En la forma α la sustitución de un aminoácido básico conservado por un aminoácido 
neutro podría afectar las propiedades de esta forma. En la forma β la metionina 172 es el codón 
de inicio, por lo que su mutación previene la transcripción de esta forma. En ambas familias 
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estudiadas los individuos heterocigotos detectados no presentaban sobrecarga de hierro (Roetto 
et al., 2001). 
 La última mutación descrita en el gen TFR2 es una delección de 12 nucleótidos 
duplicados, en el exón 16 y causante de la pérdida de 4 aminoácidos (∆AVAQ 594-597) 
presentes en el dominio extracelular de la proteína. Esta delección se encontró en homocigosis 
en 3 pacientes de una familia italiana (Girelli et al., 2001). La delección de estos aminoácidos 
afecta a las dos formas (α y β) del gen TFR2. 
 El estudio de estas mutaciones, descritas en el gen TFR2, en otros pacientes con 
Hemocromatosis o sobrecarga de hierro sin mutaciones en el gen HFE no ha resultado en la 
detección de nuevos casos, por lo que estas mutaciones podrían ser exclusivas de estas familias 
(Aguilar-Martínez et al., 2001; Lee et al., 2001). 
 
2.4.-Hemocromatosis tipo 4 o HFE4. Gen IREG1/FPN1 en 2q32. 
 
 Muy recientemente se han publicado dos trabajos en los que se han detectado dos 
mutaciones en el gen IREG1 o ferroportina 1 (FPN1) también llamado MTP1 o SLC11A3, con 
lo que se crea un nuevo tipo de Hemocromatosis, la Hemocromatosis tipo 4 o HFE4. 
El primer estudio se realizó en una extensa familia holandesa con Hemocromatosis de 
herencia dominante (Njajou et al., 2001). Los síntomas clínicos de los individuos afectos eran 
similares a los de otros pacientes con HH clásico (dolor de las articulaciones, osteoartritis, 
fatiga, cardiomiopatías y desordenes endocrinos). En esta familia primero se realizó un análisis 
de ligamiento localizándose un máximo de lod score en el marcador D2S389; para esta zona, el 
mejor gen candidato era el gen IREG1. La mutación encontrada fue un cambio de A→C en 
posición nucleotídica 734 (exón 5), en estado heterocigoto. Este cambio supone el cambio 
aminoacídico de aspartato por histidina en una región predicha como dominio transmembrana 
(N144H). El cambio de un residuo neutro (Asp) por un residuo polar (His) reduciría la 
hidrofobicidad del dominio transmembrana y podría afectar a la estructura de la proteína. Los 
autores hipotetizan que la mutación resultaría en un transporte incrementado del hierro fuera del 
enterocito y hacia la circulación, por lo que se espera encontrar valores bajos de hierro en el 
enterocito que incrementaría la importación de hierro del lumen intestinal por el transportador 
apical DCT-1. 
En un segundo trabajo, Montosi y colaboradores estudiaron una gran familia italiana 
(53 individuos) con 15 miembros afectos de sobrecarga hereditaria de hierro que presentaban 
una expresión fenotípica similar a la Hemocromatosis clásica. Sin embargo ninguno de los 
individuos afectos presentaba las mutaciones C282Y o H63D del gen HFE en homocigosis, ni 
existía ligamiento en el brazo corto del cromosoma 6 (Montosi et al., 2001). El ligamiento con 
marcadores de 1q fue también descartado. Un rasgo distintivo de esta nueva entidad clínica 
incluía una temprana acumulación de hierro en las células reticuloendoteliales y un marcado 
incremento de la ferritina sérica antes de la detección de la elevación de la saturación de la 
transferrina; además la enfermedad presentaba un patrón de herencia dominante . Por análisis de 
ligamiento la enfermedad se mapeó en 2q32, donde se encuentra el gen IREG1 o FPN1. El 
análisis por secuenciación de este gen permitió detectar en los individuos afectos una mutación 
missense (C→A) en el exón 3 que daba lugar a un cambio de aminoácido (A77D). El 
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aminoácido A77 se encuentra cerca del primer dominio transmembrana predicho y está 
conservado en los vertebrados, no obstante según estudios preliminares de localización 
subcelular parece que la localización de la proteína mutada en la membrana no se vería afectada 
por esta mutación. La mutación modificaría un sitio predicho de meristilación y podría afectar a 
la estructura secundaria de la proteína. Los autores concluyen que la mutación afectaría al 
funcionamiento de la proteína conduciendo a una homeostasis del hierro anormal que resultaría 
en el desarrollo de una sobrecarga de hierro. 
 
2.5.-Hemocromatosis Neonatal (NH, Neonatal Hemochromatosis) 
 
 La Hemocromatosis neonatal (NH) es un tipo de Hemocromatosis rara que presenta una 
edad de inicio extremadamente temprana (en fase fetal o neonatal) y un curso clínico muy 
agresivo que conduce normalmente a un desenlace fatal. La NH fue originalmente descrita en 
1957 (Cottier, 1957) y actualmente se han publicado más de 100 casos.  
Los recién nacidos con NH suelen ser prematuros o de talla pequeña para la edad de 
gestación. La enfermedad se detecta normalmente a las pocas horas de nacer, aunque algunos se 
han diagnosticado a las pocas semanas de edad. Estos pacientes presentan fallo hepático con 
hipoalbuminemia, hipoglucemia, coagulopatía, niveles bajos de fibrinógeno y frecuentemente 
trombocitopemia y anemia. Los niveles de transaminasas son característicamente bajos. Si la 
enfermedad no se presenta al nacer se desarrollan rápidamente ascitis y hiperbilirubinemia 
(Murray and Kowdley, 2001). Estos pacientes presentan una siderosis importante con elevados 
depósitos de hierro en múltiples tejidos, sobretodo en hígado, páncreas, corazón y glándulas 
endocrinas, con el sistema reticuloendotelial extrahepático relativamente no afectado. Además 
en dichos pacientes no existen evidencias de enfermedad hemolítica, síndromes asociados con 
hemosiderosis o sobrecarga de hierro exógena debida a transfusiones (Knisely et al., 1987). 
El fenotipo de NH se ha descrito también en niños con una deficiencia del enzima ∆4-3-
oxoesteroide 5β reductasa, aunque este enzima es lábil y quizás su actividad se vea reducida en 
condiciones de daño hepático (Clayton et al., 1987). Este hecho ha apuntado que la deficiencia 
de este enzima podría no ser el defecto primario de la NH, y por otro lado no en todos los casos 
de NH existe una deficiencia de este enzima (Murray and Kowdley, 2001).  
Debido a que los pacientes con NH mueren normalmente después del diagnóstico no 
existen muchos datos respecto al tratamiento. La terapia con deferoxamina (DFO), un quelante 
de hierro, o la terapia combinada de deferoxamina y un cóctel antioxidante no es eficaz. Sin 
embargo el transplante hepático si ha tenido éxito en algunos de los pocos casos que sobreviven 
hasta el transplante (Murray and Kowdley, 2001).  
En la mayoría de los estudios realizados la herencia de la enfermedad ha sido descrita 
como autosómica recesiva, sin embargo también se han descrito casos de herencia dominante 
con penetrancia incompleta y casos de NH en hermanastros de misma madre y distinto padre lo 
que ha hecho pensar en un defecto mitocondrial, factores ambientales maternos o un 
mosaicismo gonadal de una enfermedad dominante como explicaciones más adecuadas al tipo 
de herencia (Murray and Kowdley, 2001). Las conclusiones contradictorias respecto a la 
herencia de la enfermedad seguramente reflejan que la NH es una categoría heterogénea donde 
los casos analizados son producto de distintas enfermedades. 
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En 1990 se buscaron evidencias de reordenaciones o delecciones en la región HLA de 
clase I sin éxito, tampoco se halló ninguna evidencia de ligamiento con los serotipos del HLA, 
por lo que se concluyó que la HH tipo 1 y la Hemocromatosis neonatal eran dos entidades 
genéticamente distintas (Hardy et al., 1990). Mutaciones en el gen HFE parecen no ser 
responsables de la NH ya que niños con mutaciones en este gen no desarrollan necesariamente 
Hemocromatosis Neonatal (Murray and Kowdley, 2001).  
 
2.6.-Sobrecarga de hierro en África o Bantú siderosis 
 
 He creído conveniente introducir la sobrecarga de hierro en África sub-Sahariana o 
Bantú siderosis dentro de este apartado de descripción de tipos de Hemocromatosis debido a 
que en la Bantú siderosis, a diferencia de las Hemocromatosis anteriormente citadas, existe un 
factor ambiental que contribuye notoriamente al desarrollo de la enfermedad. La enfermedad 
resulta de una ingestión incrementada de hierro procedente de la elaboración casera de cerveza 
fermentada en barriles de hierro no galvanizados (OMIM 601195).  
Aunque la enfermedad fue en un principio atribuida únicamente al consumo de un 
exceso de hierro procedente de la dieta, una sobrecarga severa de hierro no se desarrolla en todo 
los bebedores y no todos los pacientes con sobrecarga de hierro consumen excesivas cantidades 
de cerveza (Andrews, 1999). Por lo tanto además de este factor ambiental se ha hipotetizado 
sobre la existencia de una predisposición genética de la enfermedad. Así pues se ha propuesto 
que la heterogeneidad para un gen aún no identificado y involucrado en la absorción de hierro 
conferiría susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad, siendo las personas homocigotas 
las más severamente afectadas por este tipo de Hemocromatosis (Moyo et al., 1998). 
La sobrecarga de hierro africana no se debe a mutaciones en el gen HFE ni esta ligada 
al locus HLA (Gordeuk et al., 1992; McNamara et al., 1998). Además la distribución hepática 
del depósito de hierro es diferente en ambas enfermedades, en pacientes con sobrecarga de 
hierro africana el hierro se deposita en las células de Kupffer además de en los hepatocitos, al 
igual que en pacientes con una siderosis por transfusión, lo que sugiere un defecto en la 
recirculación del eritrocito (Gangaidzo et al., 1999). 
La clínica se presenta con cirrosis ocasionalmente complicada con hepatocarcinoma; la 
cardiomiopatía y la diabetes son menos frecuentes. Aunque los niveles de ferritina son elevados, 
la saturación de transferrina no siempre refleja el grado real de sobrecarga de hierro en estos 
pacientes. Los pacientes con sobrecarga de hierro africana son probablemente más susceptibles 
que otros pacientes a infecciones y parece ser que tienen una incidencia incrementada a la 
tuberculosis (Gordeuk et al., 1996; Moyo et al., 1997). En americanos descendientes de 
africanos se ha descrito una sobrecarga de hierro clínicamente significativa que no es debida a 
mutaciones en el gen HFE (Barton et al., 1995; Wurapa et al., 1996; Baer D, 1996; Monaghan 
et al., 1998). 
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II. La Hemocromatosis Hereditaria (HH) tipo 1. 
 
1.-Sintomatología y clínica de la Hemocromatosis Hereditaria (HH) 
 
La Hemocromatosis Hereditaria (HH) se caracteriza por una absorción intestinal masiva 
de hierro procedente de la dieta. El acúmulo de hierro a lo largo de la vida del paciente 
desemboca en alteraciones de diversos órganos en la quinta década de vida en el caso de los 
hombres y en la sexta en el caso de las mujeres. Así pues, la HH presenta una etapa inicial 
asintomática. La HH en fase avanzada cursa con cirrosis hepática, diabetes, pigmentación 
hipermelanótica de la piel (coloración bronceada), fallo cardíaco, artralgias, hipogonadismo y 
disminución de la líbido (Bothwell et al., 1995; Powell and Isselbacher, 1996). Todos estos 
síntomas son debidos al acúmulo de hierro en el hígado, páncreas, piel, corazón, articulaciones y 
glándulas endocrinas, respectivamente. La cirrosis hepática progresa a carcinoma hepatocelular 
primario en una tercera parte de los afectos de HH, por lo que la prevención de la HH es una 
forma de prevención de dicho cáncer. 
 




    Detectado por:    Sin rasgos físicos
        Resultados anormales de hierro sérico en un cribado rutinario    Hepatomegalia
        Resultados anormales de enzimas del hígado Sintomático:
        Identificación de familiar por cribado    Hígado:
        Identificación por cribado poblacional            Hepatomegalia
No específicos:            Estigma cutáneo de enfermedad crónica del hígado
    Fatiga            Esplenomegalia
    Debilidad            Fallo hepático: ascitis, encefalopatía, etc.
    Letargia    Articulaciones:
    Apatía            Artritis
    Pérdida de peso           Sudor de las articulaciones
Específicos (síntomas y órgano afectado):    Corazón:
   Dolor abdominal (hepatomegalia)            Cardiomiopatías
   Artralgias (artritis)            Fallo cardíaco
   Diabetes (páncreas)    Piel:
   Amenorrea (cirrosis)            Pigmentación incrementada
   Pérdida del líbido, impotencia (pituitaria, cirrosis)    Endocrino:
   Fallo cardiaco congestivo (corazón)           Atrofia testicular
   Arritmias (corazón)           Hipogonadismo
          Hipotiroidismio
 
Los síntomas y rasgos físicos característicos de los pacientes con HH se resumen en la 
tabla 2 (Bacon, 2001). Los rasgos típicos de HH en fase avanzada como piel bronceada, diabetes 
mellitus y cirrosis fueron descritos ya en 1865 por Trousseau, aunque la relación de estos 
síntomas con una sobrecarga de hierro fue reconocida posteriormente.  
Aún hoy en día los pacientes de HH pueden llegar a presentar esta clínica aunque la 
tendencia actual es la de detectar a los pacientes en una fase más temprana antes de que ocurra 
un daño tisular irreversible. La dificultad de este objetivo radica en que los síntomas tempranos 
de la sobrecarga del hierro son inespecíficos. Estos rasgos tempranos son fatiga en un 70%, 
dolor abdominal en un 40% y dolor de las articulaciones en un 40% (Niederau et al., 1996). La 
pérdida de la líbido se presenta en un 25% de los pacientes. El síntoma de más larga duración es 
la artralgia. La media de retraso entre la aparición de los primeros síntomas y el diagnóstico de 
HH es de 5 y 8 años en hombres y mujeres respectivamente (Adams et al., 1991).  
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Los síntomas físicos y los datos de un análisis de laboratorio en fase temprana (Tabla 2 
y 4) son también inespecíficos y incluyen hepatomegalia y valores anormales en nivel medio de 
los tests de las funciones hepáticas, particularmente de las transaminasas (ALT alanina 
transaminasa y AST aspartato transaminasa) y la γ-glutamil transpeptidasa (GTP), valores que 
son frecuentemente asumidos como debidos a un consumo excesivo de alcohol. Teniendo en 
cuenta que la HH esta causada principalmente por la mutación C282Y del gen HFE, se han 
publicado cuatro estados de la enfermedad (Bacon, 2001): 
1. Predisposición genética (genotipo C282Y/C282Y) sin ninguna alteración 
adicional. 
2. Sobrecarga de hierro (aprox. 2-5 g) sin anormalidades adicionales. 
3. Sobrecarga de hierro con sintomatología temprana. 
4. Sobrecarga de hierro con daño en los órganos. 
En personas con HH la absorción incrementada de hierro se produce durante toda su 
vida pero el desarrollo de anormalidades fenotípicas y síntomas clínicos varia dependiendo de 
factores como: la donación de sangre, la menstruación, el embarazo, la dieta, la suplementación 
de hierro y otros factores que pueden afectar a la expresión de la enfermedad. La progresión de 
la enfermedad a lo largo de la vida del paciente se resume en la tabla 3. Las personas afectas de 
HH normalmente empiezan a presentar síntomas entre los 30 y los 50 años aunque la presencia 
de otros cofactores como un consumo masivo de alcohol pueden adelantar la sintomatología. 
Una sintomatología plena de la enfermedad se da normalmente entre los 40 y los 60 años, 
aunque la enfermedad en estado latente puede ser detectada mucho antes a través de tests 
bioquímicos y genéticos (Powell et al., 1998). 
 
Tabla 3. Progresión de la Hemocromatosis Hereditaria a lo largo de la vida: Patogénesis, clínica y diagnóstico 
(Powell et al., 1998). 
 
Variable Nacimiento e Adolescencia a Madurez tardia
Infancia jóven adulto Jóven adulto Madurez a muerte
Patogénesis Anormalidad genética de Incremento de absorción Acumulación de reservas Depósito de hierro en Daño oxidativo de los
absorción y regulación gatrointestinal de hierro de hierro por incapacidad tejidos, particularmente órganos y muerte
del hierro y falta de regulación de ser captado por las en células parenquimales
proteínas 
Síntomas clínicos Asintomático Normalmente asintomático Asintomático o síntomas Síntomas tempranos con Síntomas graves (causantes muerte):
excepto pacientes con tempranos: fatiga, artralgia, progresión a artritis, pigmentación cirrosis hepática, cardiomiopatía,
rápida progresión dolor abdominal y impotencia piel, fibrosis hepática y diabetes hipogonadismo, hipopituitarismo
artropatía, complicaciones diabetes
Test Diagnóstico
TS repetidamente Elevada TS y ferritina sérica Biopsia hepática: evidencia Biopsia positiva de HH
elevada (>45%) Elevados enzimas hepáticos de depósito en células Anormalidades hepáticas
Índice de hierro hepático parenquimales. Índice de Anormalidades endocrinas 
>1,9 hierro hepático >1,9; (diabetes,gonadotropinas)
Concentración de hierro Defectos cardíacos o 
hepático elevada fallo cardíaco
Periodo de vida
Test genético positivo (C282Y/C282Y, C282Y/H63D)
 
TS saturación de transferrina. 
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2.-Diagnóstico de la Hemocromatosis Hereditaria 
 
El valor de la saturación de transferrina (TS, transferrin saturation), la ferritina sérica y 
la biopsia hepática son los parámetros considerados históricamente de referencia en el 
diagnóstico de la HH. Actualmente a estos datos hay que añadir la posibilidad del análisis 
genético del gen HFE. 
La verificación del diagnóstico de la HH se ha definido históricamente en base a la 
evaluación de las pruebas (bioquímicas e histologícas) realizadas en una biopsia hepática o a 
través de la cuantificación de los gramos de hierro extraídos a través de la terapia por 
flebotomías. Así pues se considera un diagnóstico de HH en ausencia de otras causas conocidas 
de sobrecarga de hierro secundaria si en la evaluación de la biopsia hepática por lo menos se 
presenta 1 de los siguientes 3 criterios:  
Grado 3 o 4 en la tinción de azul de Perls (tinción del hierro almacenado) 
HIC (concentración de hierro hepático) > 80 µmol por gramo de tejido seco 
HII (índice de hierro hepático) ≥ 1,9 
También se considera un diagnóstico de HH si los gramos de hierro extraídos a través 
de la terapia por flebotomías son ≥ 4 (Powell et al., 1998). 
Actualmente la detección de un genotipo C282Y/C282Y o C282Y/H63D en aquellas 
personas con sospecha clínica de HH también confirma el diagnóstico de HH. 
  
2.1.-Determinación de la saturación de transferrina y ferritina sérica. 
 
La medida de la saturación de transferrina (hierro del suero dividido por la capacidad 
total de unión a hierro, expresado en porcentaje) y la ferritina sérica son los parámetros clásicos 
que se usan para el diagnóstico de la HH. Varios estudios han demostrado que la saturación de 
transferrina (TS, %) es preferible a la ferritina sérica (Edwards and Kushner, 1993). Además, la 
primera expresión fenotípica de la enfermedad es una elevación de la saturación de transferrina 
(TS) que indica un exceso de transporte de hierro desde el intestino y ocurre antes de una 
sobrecarga de hierro significativa (Tabla 3). A medida que el hierro se va acumulando en los 
tejidos la concentración de ferritina sérica aumenta en una relación directamente proporcional a 
los niveles totales de hierro almacenado en el cuerpo (Powell et al., 1998). 
La determinación de la ferritina sérica no es determinante para el diagnóstico de la HH 
ya que existen múltiples causas por las que la ferritina sérica puede estar aumentada, a parte de 
por una sobrecarga de hierro. En pacientes con alcoholismo, esteatohepatitis no alcohólica 
(NASH) y hepatitis vírica crónica los niveles de ferritina sérica pueden estar aumentados en 
ausencia de HH (Bacon, 2001). Las enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide o 
varias enfermedades neoplásicas, por ejemplo linfoma, pueden elevar los niveles de ferritina 
sérica (Bacon, 2001). Por lo tanto sólo la medida de la ferritina sérica puede dar lugar a 
resultados falsos positivos y siempre se realiza junto con la determinación de la saturación de 
transferrina.  
Si el resultado inicial de una prueba de saturación de transferrina es alto la medida se 
debe repetir en ayunas ya que las comidas afectan a los resultados. Si la medida en ayunas es 
también por encima del rango normal, se debe realizar la medida de la ferritina sérica. No 
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existen unos valores universales de límite superior normal para la saturación de transferrina, 
pero valores >45-50% se consideran elevados dependiendo de las condiciones en las que se 
extrajo la muestra de sangre (Tabla 4).  
Un individuo con dos valores de TS ≥45% pero menores del 55% y con ferritna sérica 
normal y sin causa secundaria de elevación de los parámetros bioquímicos puede presentar HH 
y se deberían repetir las bioquímicas al cabo de 2 años. Si la TS es del 55% o mayor en la 
repetición del test y la ferritina sérica es normal se pueden clasificar como personas con 
hemocromatosis que no expresan la enfermedad y se les debería re-analizar al año. Los niveles 
de ferritina sérica definen el punto en el que la HH se expresa y que el tratamiento debe ser 
iniciado. Valores de TS en un test repetido ≥55% y ferritina sérica elevada (valores ≥200 µg/L 
en mujeres premenopausica y ≥300 µg/L en hombres o mujeres postmenopáusicas) o existencia 
de evidencias de daño hepático (enzimas hepáticas elevadas o hepatomegalia) indican una 
sobrecarga de hierro hepático primaria debido a la Hemocromatosis (Powell et al., 1998). Para 
acabar de definir si existe Hemocromatosis Hereditaria se pueden realizar el estudio genético 
del gen HFE y/o el estudio de la biopsia hepática del paciente. 
Los valores de TS, ferritina sérica, hierro sérico en personas sanas y en pacientes de HH 
asintomáticos o sintomáticos se describen en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Resultados de los análisis de laboratorio en pacientes con HH (Bacon, 2001). 
  
    Individuos Pacientes con HH 
Medidas   normales Asintomáticos Sintomáticos 
Sangre (ayunas)     
  Hierro sérico (µg/dL) 60-180 150-280 180-300 
  Transferrina sérica (mg/dL) 220-410 200-280 200-300 
  Saturación transferrina, ST (%) 20-45 45-100 80-100 
  Ferritina sérica (ng/mL)    
      Hombre 20-200 150-1000 500-6000 
      Mujer 15-150 120-1000 500-6000 
Análisis genético (HFE)    
  C282Y/C282Y wt/wt C282Y/C282Y C282Y/C282Y 
  C282Y/H63D wt/wt C282Y/H63D C282Y/H63D 
Hígado     
  Concentración de hierro hepático    
          µg/g  300-1500 2000-10000 800-30000 
          µmol/g  5-27 36-179 140-550 
  Índice de hierro hepático (HII) <1,0 1,0 a >1,9 >1,9 
  Histología hepática:    
           Tinción Perls' Prussian blue 0 a 1 + 2+ a 4+ 3+ a 4+ 
 
wt/wt: genotipado wildtype o normal/normal. 
 
Con estas determinaciones bioquímicas de la saturación de transferrina y la ferritina 
sérica se pueden identificar a la mayoría de los varones en riesgo de padecer HH, pero no 
permite detectar a una gran proporción de mujeres premenopáusicas (Moirand et al., 1997a). 
También se ha descrito que estos estudios clásicos de los parámetros del metabolismo del hierro 
presentan una alta proporción de falsos positivos (Worwood et al.,1993) y son poco sensibles 
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para detectar la enfermedad de forma precoz (Bell et al., 1997). La determinación de la ferritina 
sérica y el índice de saturación de transferrina, utilizando un punto de corte para la saturación de 
transferrina del 55%, tiene un valor predictivo positivo de la enfermedad del 70%. Si 
aumentamos el punto de corte de la saturación de transferrina a un valor mayor del 62%, el 
valor predictivo alcanza el 92%, por lo que esta determinación ha sido descrita como el mejor 
indicador no genético para la HH (Dadone et al., 1982). 
El cribado y diagnóstico de la HH en la población general se puede realizar por una 
detección de una elevación persistente de la saturación de transferrina. Este método es 
relativamente sensible, barato, ampliamente disponible, aunque presenta una mayor sensibilidad 
en hombres que en mujeres, no es específico en condiciones de no ayuno y por lo tanto 
normalmente se debe determinar repetidamente (Edwards et al., 1988; Cogswell et al., 1998; 
Barton and Acton, 2000). 
Otras pruebas que se podrían emplear para el diagnóstico de la HH son la capacidad de 
unión del hierro libre (UIBC Unbound iron binding capacity), la concentración de hierro en el 
suero y la determinación de los enzimas hepáticos. La capacidad de unión del hierro libre o 
UIBC es un método efectivo y barato (Adams et al., 2000; Hickman et al., 2000), pero se usa 
poco. La concentración de hierro en suero como único test no es un buen marcador para un 
diagnóstico de la Hemocromatosis porque existen marcadas variaciones diurnas de este 
parámetro. Los valores de enzimas hepáticos como la ALT y la AST no siempre están 
incrementadas en pacientes con HH y no son específicos de la HH ya que estos valores pueden 
estar elevados en otras causas de inflamación hepática, particularmente en la enfermedad 
alcohólica del hígado y en NASH. Así pues, estos parámetros son menos sensibles o menos 
específicos, o no se ha evaluado tanto como la prueba de la saturación de transferrina por lo que 
son utilizados en menor proporción y siempre en combinación con otras determinaciones (Witte 
et al., 1996; Cogswell et al., 1998).  
 
2.2.-La biopsia hepática 
 
Cuando los resultados de la saturación de transferrina y la ferritina sérica son 
persistentemente elevados, la biopsia hepática permite verificar el diagnóstico de HH y 
determinar la existencia de fibrosis o cirrosis. 
La tinción histológica de la biopsia hepática con el colorante azul de Perls Prussian 
determina la distribución de los depósitos de hierro en las células hepáticas y permite obtener el 
grado de hierro almacenado, que es uno de los tres criterios de diagnóstico de la HH. En una 
tinción de una biopsia hepática de un paciente con HH los depósitos de hierro se presentan 
preferentemente en la zona periportal del lóbulo hepático (zona acinar 1) con una disminución 
gradual en las zonas acinar 2 y 3 (Brunt et al.; 2000). Las células hepáticas afectadas son los 
hepatocitos aunque cuando existe una sobrecarga de hierro importante también se detectan 
acúmulos de hierro en los agregados de células de Kupffer (nódulos sideróticos), el epitelio del 
conducto de la bilis y en tejidos fibrosos del tracto portal y séptico. La HH en estadio avanzado, 
cuando existe un importante acúmulo de hierro, presenta un patrón de acúmulo de hierro 
parecido a otros síndromes y enfermedades con hierro hepático detectable histológicamente, 
pero en los estadios iniciales de estas Hemocromatosis secundarias, a diferencia de en la 
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primaria, el hierro se acumula preferentemente en las células sinusoidales (células de Kupffer) y 
con una distribución más difusa en los acinos (Bacon, 2001). En pacientes con HH la tinción 
hepática presenta grado 3 a 4 de los niveles de hierro almacenado en los hepatocitos, con una 
mayor concentración en los hepatocitos periportales (Tabla 4). 
Los análisis bioquímicos de la biopsia hepática permiten determinar la concentración de 
hierro en el hígado (HIC, hepatic index concentration), el índice de hierro hepático (HII, hepatic 
iron index), que son los otros dos criterios utilizados para el diagnóstico de la HH (Dooley and 
Walker, 2000). La concetración de hierro hepático (HIC) se expresa en µmol por gramos de 
tejido seco. El cociente entre la HIC y la edad del paciente define el índice de hierro hepático 
(HII). Un índice de hierro hepático (HII) superior a 1,9 es consistente con un diagnóstico de HH 
en estado homocigoto (Tabla 4) (Bonkowsky et al., 1996). A pesar de haberse establecido el 
valor de índice de hierro hepático >1,9 como valor diagnóstico para la HH, estudios recientes 
han demostrado que un 15% de pacientes C282Y homocigotos con HH presentaban un HII <1,9 
(Bacon, 2001).  
Los valores de concentración de hierro hepático (HIC), el índice de hierro hepático (HII 
y el grado de tinción hepático con azul de Prussian en personas sanas y en pacientes de HH 
asintomáticos o sintomáticos se describen en la tabla 4. 
La realización de una biopsia hepática no es necesaria en todos los pacientes, sobretodo 
en pacientes jóvenes donde los acúmulos de hierro hepático no son lo suficientemente elevados 
para causar daño hepático. Por otro lado pueden existir contraindicaciones médicas para su 
realización o puede ser rechazada por el paciente. En estos casos el análisis de las mutaciones 
del gen HFE determina si el paciente presenta HH clásica. Estudios recientes concluyen que no 
se presenta cirrosis o fibrosis severa en pacientes de HH menores de 40 años, con una ferritina 
sérica <1000 µg/L, parámetros normales de AST (aspartato transaminasa) y hígado impalpable, 
por lo que en este tipo de pacientes no es necesario realizar una biopsia hepática (Guyader et al.; 
1998; Bacon et al.; 1999b; Powell, 2000). Por el contrario, unos niveles de ferritina sérica 
>1000 µg/L y/o niveles anormales de AST y/o hígado palpable están asociados con un riesgo 
significativo de cirrosis o fibrosis severa, la existencia de la cual se debe comprobar mediante 
biopsia hepática (Dooley and Walker, 2000; Bacon, 2001). 
La detección de la presencia de fibrosis o cirrosis mediante una biopsia hepática es 
determinante para la prognosis y el tratamiento del paciente. Si existe cirrosis el paciente debe 
ser controlado respecto a la aparición o desarrollo de un carcinoma hepatocelular mediante la 
determinación de los niveles de α-fetoproteina, ya que éste puede ser tratado más efectivamente 
en estadios primarios. 
 
2.3.-El análisis genético 
 
El análisis de las mutaciones del gen HFE determinará si el paciente presenta HH 
clásica (homocigoto para C282Y o heterocigoto compuesto C282Y/H63D). Si se detecta que el 
paciente es heterocigoto para la mutación C282Y se recomienda la determinación de la 
mutación H63D ya que se ha descrito que un pequeño tanto por ciento de individuos 
heterocigotos compuestos C282Y/H63D desarrollan sobrecarga de hierro (Adams, 1999a).  
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En el caso de un probando homocigoto para la C282Y, se debe realizar un análisis 
genético del gen HFE a los hermanos y hermanas del probando, así como análisis de los niveles 
de hierro (TS y ferritina). Si encontramos algún otro hermano también homocigoto para la 
C282Y, el tratamiento de esta persona dependerá de los valores de saturación de transferrina y 
ferritina sérica que presente. Si los niveles de ferritina sérica están por encima del valor normal 
pero son <1000 µg/L, el tratamiento por flebotomía se debe empezar sin necesidad de realizar 
una biopsia hepática. Si los niveles de hierro son normales, no es necesaria la flebotomía pero 
estos valores se deben analizar cada año (Dolley and Walter, 2000). Se ha estimado que los 
valores de ferritina sérica solo aumentan 50 µg/L por año en individuos con HH (Powell, 1992), 
por lo que no sería necesaria una monitorización anual del individuo, no obstante este protocolo 
frecuente facilita el seguimiento del individuo y reduce la probabilidad de que la monitorización 
no se lleve a cabo por un olvido del individuo al citarlo en un periodo muy amplio (Dolley and 
Walter, 2000). 
Si el hermano del probando es heterocigoto para la C282Y se debe realizar el análisis de 
la mutación H63D, por si es heterocigoto compuesto (C282Y/H63D), ya que existe un pequeño 
riesgo de sobrecarga de hierro en individuos con este genotipo (Bacon et al., 1999a; Risch, 
1997). 
Los hijos de personas C282Y homocigotas tiene un riesgo de 1 en 20 de ser también 
homocigotos en una población con una frecuencia portadora del 10%. El análisis genético se 
puede llevar a cabo de dos formas: tanto el cónyuge como el hijo pueden ser analizados 
(Adams, 1998). Testar al cónyuge es lo más práctico, y así se evita el problema de obtener 
consentimiento informado de un niño. Si el cónyuge es normal para la C282Y y la H63D, 
entonces todos los hijos serán heterocigotos (C282Y/normal). Si el cónyuge es heterocigoto 
para la C282Y, el hijo tiene una probabilidad de 1 entre 2 de ser homocigoto, y es necesario 
realizarle el test genético para saber que genotipo presenta. Debido a que es raro que se de un 
incremento significativo de los valores del hierro antes del final de la adolescencia, el análisis 
genético pueden esperar hasta que el hijo cumpla la mayoría de edad y pueda dar 
consentimiento informado. Si el cónyuge es heterocigoto para la H63D, el hijo puede ser testado 
genéticamente pasada su mayoría de edad para establecer si es o no heterocigoto compuesto 
(C282Y/H63D) (Dolley and Walter, 2000). 
Los padres de individuos con HH homocigotos para la C282Y también deben ser 
analizados, ya que ocasionalmente se puede encontrar que alguno de ellos sea también 
homocigoto para la C282Y, y esto tiene implicaciones para el resto de la familia. Para las 
familias con sobrecarga de hierro no relacionada con el gen HFE, el cribado de los hermanos, 
hijos y padres sólo puede llevarse a cabo determinando la saturación de transferrina y la ferritina 
sérica. 
 Ante una persona con sospecha de HH pero sin historial familiar se puede seguir el 
algoritmo presentado en la figura 1 para esclarecer su diagnóstico. 
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Evaluación de posible HH  
(individuo sin historia familiar de HH) 
Saturación de Transferrina 
(en ayunas) 
  Elevado 
  (>45%) 
Normal 
(<45%) 





C282Y/H63D    C282Y/C282Y 





Evaluación de otras 
causas de sobrecarga 
de hierro. Considerar 
biopsia hepática 







 biopsia hepática  
 
 
Figura 1. Algoritmo para la evaluación de un posible caso de HH en un individuo sin historia familiar de HH (Bacon, 
2001). wt/wt genotipado wildtype o normal/normal. ALT alanina trasaminasa, AST aspartato transaminasa. 
 
Unos pocos pacientes pueden presentar otro tipo de Hemocromatosis primaria sin 
presentar mutaciones en el gen HFE, como en los casos de la Hemocromatosis juvenil (HJ) o 
Hemocromatosis tipo 2 (OMIM 602390) que ha sido ligada al cromosoma 1q, la 
Hemocromatosis tipo 3 (OMIM 604250) causada por mutaciones en el gen TFR2 situado en el 
cromosoma 7 o la Hemocromatosis tipo 4 (OMIM 606069) causada por mutaciones en el gen 
IREG1 o FPN1 y que presenta una herencia autosómica dominante (Dooley et al., 1999; 




El tratamiento precoz de la HH se realiza a través de flebotomías terapéuticas 
(extracciones de sangre) para eliminar el exceso de hierro del organismo y mantener unas 
reservas de hierro normales. Este tratamiento es muy efectivo, económico y carente de efectos 
secundarios previniendo las complicaciones asociadas al acúmulo de hierro si el tratamiento se 
realiza antes de la aparición de daño tisular (Powell and Isselbacher, 1996; Bothwell et al., 
1996; Barton and Bertoli, 1996). Se ha descrito que los pacientes con HH y sin cirrosis o 
diabetes mellitus, que han realizado un tratamiento terapéutico por flebotomías hasta normalizar 
sus niveles de hierro y el tratamiento de mantenimiento de flebotomías, presentan una esperanza 
de vida normal (Niederau et al., 1996; Powell, 1996). Por lo tanto, la existencia de un 
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tratamiento eficaz contra la HH hace que el diagnóstico precoz presintomático sea de gran 
importancia. 
La terapia por flebotomía fue introducida en los años 50 como método de deplección 
del acúmulo de hierro en el cuerpo y es todavía el método elegido para el tratamiento de la HH 
(Davis and Arrowsmith, 1952). El tratamiento debe ser iniciado en hombres con niveles de 
ferritina sérica de 300 ng/mL o más y en mujeres con niveles de ferritina sérica de 200 ng/mL o 
más, con o sin la presencia de síntomas (Barton et al., 1998). En una fase inicial una o dos 
unidades de sangre (500 ml aproximadamente) deben ser extraídos cada semana (Dolley and 
Walter, 2000). El tiempo que dura la fase inicial de la terapia depende de cada individuo, y no 
existe un período exacto en el que se deba acabar la terapia. Las flebotomías terapéuticas deben 
continuarse hasta que la saturación de transferrina sea <50% y los niveles de ferritina sérica < 
50 ng/mL, aunque algunos médicos prefieren bajar los niveles de ferritina sérica por debajo de 
20 ng/mL (Bacon, 2001). Es importante que el paciente no llegue a mostrar síntomas de 
deficiencia de hierro o anemia. Los motivos de un inicial estado anémico en un paciente 
flebotomizado se deben a que es más probable depleccionar a valores normales los niveles de 
hierro sanguíneos que los de los tejidos, debido al retardo teórico entre los niveles de hierro en 
suero y la concentración de hierro celular en los tejidos (Dolley and Walter, 2000). 
Una vez que el exceso de hierro se ha depleccionado mediante flebotomías 
semanalmente en la fase inicial del tratamiento, la mayoría de los pacientes de HH necesitan 
realizar una tratamiento de mantenimiento que consiste en una flebotomía de 2 a 4 veces por 
año, dependiendo de los valores de saturación de transferrina y ferritina sérica. Por razones aún 
desconocidas, ocasionalmente se encuentra que unos pocos pacientes de HH bien 
diagnosticados no vuelven a acumular hierro y no requieren de esta flebotomía de 
mantenimiento. Es importante llevar una meticulosa historia del paciente sobre posibles 
condiciones que causen pérdida de sangre (Dolley and Walter, 2000; Bacon, 2001). 
Algunos pacientes no son candidatos para el tratamiento con flebotomías (pacientes con 
talasemias o anemias refractarias severas), en estos casos se requiere una terapia con quelantes 
de hierro (Barton et al., 1998). 
La cuantificación de las flebotomías da una medida práctica de la determinación de los 
niveles iniciales de exceso de hierro acumulado ya que cada unidad de sangre (500 ml 
aproximadamente) contiene 200-250 mg de hierro dependiendo del nivel de hemoglobina. 
Además la cuantificación de las flebotomías es un criterio aceptado para la medida del grado de 
sobrecargada de hierro y para la confirmación de un diagnóstico de Hemocromatosis, ya que en 
pacientes sin enfermedades hemolíticas o otras causas de sobrecarga de hierro secundaria, la 
movilización de 4 o más gramos de reservas de hierro (16 flebotomías de 500 ml de sangre) 
confirma la presencia de Hemocromatosis (Powell et al., 1998). 
 Los pacientes con Hemocromatosis deben consumir en moderación alimentos que 
contengan grandes cantidades de hierro, como carnes rojas o órganos, y no deberían consumir 
suplementos de hierro incluidos suplementos multivitamínicos que contengan hierro. El acohol 
aumenta la absorción de hierro y ciertas bebidas alcohólicas como el vino rojo contiene 
concentraciones relativamente altas de hierro, por lo que se recomienda un consumo moderado 
de alcohol en pacientes con HH y un consumo mínimo o nulo en aquellos pacientes con 
evidencias de daño hepático. En pacientes con HH existe una absorción incrementada de otros 
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metales como el cobalto, el manganesio, el zinc y el plomo, por lo que el uso de suplementos 
que contengan estos metales debe ser evitado o solamente empleado si existe una deficiencia 
nutricional específica comprobada. A pesar de estas recomendaciones no es necesario alterar la 
dieta del paciente a no ser que éste sea intolerante a las flebotomías, ya que la dieta no 
incrementa la excreción de hierro, no es sustitutoria de la terapia y el exceso de hierro de la 
dieta de estos pacientes (0,5 a 1 mg/día) es muy pequeño comparado con los gramos de hierro 
eliminados por las flebotomías (200-250 mg/flebotomía) (Barton et al., 1998). 
 
3.1.-Tratamiento de la sintomatología específica de la HH 
 
La cirrosis: La mayor preocupación en los pacientes con HH es el alto riesgo de 
desarrollar un carcinoma hepatocelular (HCC) (Niederau et al., 1996). Las recomendaciones son 
que se realice un examen por ultrasonidos del hígado y una analítica sérica de α-fetoproteína 
cada 6 meses. Este tipo de pruebas no se recomiendan en pacientes que no presentan cirrosis, 
porque raramente existen pacientes de HH no cirróticos con HCC. Las complicaciones más 
comunes de la cirrosis como ascitis, varices hemorrágicas del esófago y encefalopatía portal 
sistémica son infrecuentes excepto en fase tardía de la enfermedad y deben ser tratadas con los 
métodos habituales empleados cuando se dan por otras causas. Los pacientes en fase final de la 
enfermedad HH precisan de un transplante hepático. El resultado del transplante no es tan bueno 
como en otras enfermedades hepáticas, debido a complicaciones sépticas y cardíacas (Farrell et 
al., 1994). Así pues, una detección y tratamiento temprano de la enfermedad es muy importante 
(Dolley and Walter, 2000). 
La diabetes mellitus: Esta complicación se trata con los métodos habituales (dieta, 
agentes orales hipoglicémicos, insulina si es necesario). La desferritinización puede reducir los 
requerimientos de insulina o agentes orales hipoglicémicos, pero no altera la necesidad del 
tratamiento, por ejemplo si existe dependencia de insulina ésta continúa aunque se depleccione 
el hierro (Dolley and Walter, 2000). 
Las artropatías: El dolor de las articulaciones puede mejorar, empeorar o no cambiar 
después de la deplección del hierro por las flebotomías. El dolor de las articulaciones sigue 
siendo uno de los problemas a largo término en el tratamiento de la HH. Normalmente es 
resistente al tratamiento con drogas no-esteroideas antinflamatorias e incapacita una actividad 
normal. Ocasionalmente los opiacios son necesarios. No existe una solución fácil, sin embargo 
algunas prótesis pueden ser útiles para articulaciones específicas (Dolley and Walter, 2000). 
La pérdida de la líbido: Está relacionado con los bajos niveles de gonadotrofinas debido 
al hipopituitarismo. Se debe medir el nivel de testosterona en el suero. Una terapia de 
reemplazamiento con testosterona puede ayudar (Dolley and Walter, 2000). 
Enfermedad cardíaca: Los ecocardiogramas indicarán el grado de daño cardíaco que 
puede ser tratado convencionalmente. Puede producirse algunas mejoras funcionales después de 
la desferritinización (Dolley and Walter, 2000). 
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4.-Herencia de la HH  
 
La naturaleza hereditaria de la Hemocromatosis fue reconocida por primera vez en 1935 
por Sledon (Sheldon, 1935). A lo largo de la historia, el tipo de herencia de la HH ha generado 
una gran controversia, ya que mientras que unos estudios apuntaban hacia una herencia 
autosómica dominante (Bothwell et al., 1959; Debre et al., 1958), otros lo hacían hacia una 
herencia recesiva (Saddi and Feingold, 1974; Simon et al., 1977). Un estudio de Bassett y 
colaboradores clarificó parte de la controversia previa, ya que en este estudio 4 de 5 familias 
estudiadas con descendencia homocigota resultaban de una unión de padres con genotipo 
heterocigoto-homocigoto (Basset et al., 1982). Esto nos viene a explicar que el tipo de herencia 
de la HH es recesiva pero que debido a que la enfermedad presenta una alta frecuencia aparecen 
genealogías de pseudo-dominancia en que uno de los progenitores es homocigoto y el otro 
heterocigoto, presentándose personas afectas en dos generaciones continuas y dando un patrón 
de falsa dominancia. 
Estudios de Borecki y colaboradores (1990) concluyeron que la HH es recesiva respecto 
a las manifestaciones clínicas y las anormalidades del hierro en el suero, con diferencias 
significativas respecto al sexo, las manifestaciones clínicas se daban en todos lo hombres 
sugiriéndose que el genotipo recesivo de la HH presenta una penetrancia completa en hombres 
pero no en mujeres. 
 
5.-Asociación con HLA 
 
Un paso importante en la comprensión del defecto genético responsable de la 
Hemocromatosis se dió en 1975 al reconocerse que la mayoría de individuos afectos de 
Hemocromatosis presentaban una asociación con marcadores del sistema HLA (human 
leukocitic antigen system) del complejo de histocompatibilidad de clase I o MHC I, 
concretamente con el haplotipo HLA-A3, permitiendo avanzar la hipótesis de que el gen 
responsable de la HH debería de hallarse en el brazo corto del cromosoma 6 (Simon et al., 
1975). Subsiguientemente el análisis de genealogías mediante análisis de ligamiento demostró 
que esta hipótesis era correcta (Edwards et al., 1981). Más recientemente numerosos estudios de 
análisis de ligamiento y de construcción de mapas físicos han ido acotando la región genómica 
que contiene el gen responsable de la Hemocromatosis (Gasparini et al., 1993; Jazwinska et al., 
1993; Yaouanq et al., 1994; Stone et al., 1994; Calandro et al., 1995; Raha-Choudhury et al., 
1995; Burt et al., 1996; Malfroy et al., 1996; Totaro et al., 1996).  
Varios estudios han publicado que el haplotipo predominantemente asociado con  la 
Hemocromatosis es el HLA-A3, B7 (Milman et al., 1988; Cragg et al., 1988). Estos datos 
sugirieron que  una única y ancestral mutación producida sobre este haplotipo y en un gen 
implicado en el metabolismo del hierro sería el responsable del alelo de la Hemocromatosis 
(Simon et al., 1988). 
La asociación de la enfermedad con el HLA desembocó en la propuesta de varios genes 
candidatos localizados en el brazo corto del cromosoma 6 y en la detección de varios 
marcadores asociados con la enfermedad. Sin embargo, ninguno de los genes propuestos, entre 
los que se encontraban 2 pseudogenes en 6p de la H-ferritina, correspondieron con el gen 
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responsable de la Hemocromatosis (David et al., 1989; Dugast et al., 1990). Estudios de Lord y 
colaboradores en 1990 excluyeron como causa de la HH grandes delecciones estructurales o 
grandes reordenamientos. 
 
6.-El descubrimiento del gen responsable de la HH. El gen HFE. 
 
La dificultad de la localización exacta del gen responsable de la HH radicó en que la 
zona en la que se encuentra (región telomérica a HLA-A) es una gran zona con una tasa de 
recombinación muy baja, donde 1 cM corresponde a varias Mb. Por esta razón marcadores que 
se encuentran a mucha distancia del gen responsable de la enfermedad presentan asociación con 
ella, como es el caso del marcador D6S105 que está a casi 2 Mb del gen y no definen una zona 
concreta para la búsqueda del gen responsable de la enfermedad. Pero sin duda este era un dato 
del que no disponían los investigadores y la existencia de esta baja tasa de recombinación 
supuso un caso excepcional de retraso en la clonación posicional del gen responsable de la HH. 
La idea de recombinación no uniforme hubiera supuesto el ahorro de una década en la 
infructífera búsqueda del gen responsable de la HH en una zona cercana al gen HLA-A, que se 
encuentra a 4,6 Mb del gen HFE. 
La identificación definitiva del gen responsable de la Hemocromatosis se produjo en 
1996 en un estudio de pacientes con HH en el que se secuenció una región de 250 kb, entre los 
marcadores D6S2238 y D6S2241, situada 3 Mb telomérica a la región del complejo mayor de 
histocompatibilidad o MHC y que era idéntica en un 85% de los cromosomas de los pacientes 
(Feder et al., 1996). En este estudio se hallaron 15 genes, 12 de los cuales eran histonas. Los 
tres genes restantes presentaban homología a la ribonucleoproteína 52-kD Ro/SSA (gen RoRet), 
a un transportador de sodio-fosfato (gen NPT3) y al gen HLA-A2 (gen HLA-H o cDNA-24). 
Todos los genes identificados fueron secuenciados tanto en controles como en pacientes con HH 
para encontrar la o las mutaciones causantes de HH. En este trabajo se describieron las 
mutaciones C282Y y H63D en el gen denominado HLA-H o cDNA-24. La mutación C282Y 
estaba presente en un (83%) de enfermos HH (n=178, USA) en estado homocigoto, mientras 
que respecto a la mutación H63D se observó que el genotipo heterocigoto compuesto con la 
mutación C282Y (C282Y/H63D) era más frecuente en la población afecta que en la control 
(Feder et al., 1996).  
La nomenclatura del gen HLA-H fue cambiada a la de HFE debido a la existencia 
previa de un pseudogen con dicho nombre en la región MHC de clase I (Mercier et al., 1997). 
 
6.1.-La mutación C282Y 
 
 La mutación C282Y consiste en un cambio de guanina (G) por adenina (A) en el 
nucleótido 845 (exón 4) que resulta en un cambio de aminoácido de cisteína (Cys) por tirosina 
(Tyr). Esta mutación missense se da en un residuo implicado en un puente disulfuro del dominio 
α-3 conservado en las proteínas del complejo de histocompatibilidad o MHC de clase I. La 
mutación fue descrita por Feder y colaboradores en 1996 en la publicación donde se identificaba 
el gen HFE, llamado en este estudio HLA-H o cDNA 24. En este estudio mediante un ensayo de 
hibridación con nucleótidos alelo específicos (OLA) se detectó esta mutación en un 85% de 
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cromosomas de un  grupo de 178 pacientes de HH, solo un 3,2% de cromosomas controles de 
un total de 310 presentaban la mutación. De los 178 pacientes de HH 148 (83%) eran 
homocigotos para la mutación, 9 eran heterocigotos y 21 no presentaban la mutación. Estos 
números distan de seguir el equilibrio de Hardy-Weinberg por lo que se propuso que en estos 
pacientes de HH existía una heterogeneidad, con un 83% de casos relacionados con 
homocigosis respecto a la mutación C282Y. 
 Tras la descripción de la mutación C282Y por Feder y colaboradores como la mutación 
responsable de la mayoría de casos de HH, muchos otros trabajos buscaron la presencia de esta 
mutación en otras poblaciones. La mutación C282Y está presente de un 100% a un 64% de los 
pacientes con Hemocromatosis de origen europeo (ver apartado 7). 
 Otro aspecto a resolver es la variabilidad de severidad en la sobrecarga de hierro en 
pacientes que presentan la misma mutación C282Y y un haplotipo también idéntico. Se ha 
propuesto que el locus HFE sería el locus principal causante de la enfermedad, pero que otros 
genes ligados o no a 6p podrían ser los causantes de esta variación en la expresión de la 
enfermedad (Jazwinska et al., 1996). 
 
6.1.1.-Penetrancia de la mutación C282Y 
 
La penetrancia de un genotipo se define como el porcentaje de individuos con este 
genotipo que desarrollan evidencias o síntomas (penetrancia fenotípica) debido a la enfermedad 
(penetrancia de la enfermedad). Debido a las características de la HH, se pueden considerar dos 
tipos de penetrancias fenotípicas: la penetrancia fenotípica debida a evidencias de alteraciones 
en los parámetros bioquímicos de hierro, que se da anteriormente a la aparición de los síntomas 
clínicos, y la penetrancia fenotípica debida a la presencia de síntomas clínicos propios de la 
enfermedad (cirrosis, artritis, diabetes, etc.).  
A pesar de los estudios realizados al respecto la penetrancia exacta de los homocigotos 
para la C282Y en la HH no se conoce aún, pero las divergencias entre el número de pacientes 
con HH, la frecuencia alélica de la mutación C282Y en la población general, y las predicciones 
de la frecuencia de la HH indican que o bien la penetrancia de la mutación es incompleta o que 
existen muchos pacientes no diagnosticados (Merryweather-Clarke et al., 2000; Willis et al., 
2000). Otro dato que apunta hacia una penetrancia incompleta de la mutación es la existencia de 
individuos, detectados tanto en estudios de cribado poblacional como en estudios familiares, 
con el genotipo C282Y/C282Y y sin ninguna evidencia bioquímica o clínica de sobrecarga de 
hierro, es decir que no expresan la enfermedad (Moirand et al., 1997b; Rhodes et al., 1997; 
Adams et al., 1997; Adams, 2000a). 
Seis grandes estudios poblacionales describen un porcentaje de entre el 12 al 81% de 
individuos con la mutación C282Y en homocigosis con valores normales de ferritina sérica, es 
decir sin sobrecarga de hierro ni necesidad de tratamiento (tabla 11, páguina 52) (Burt et al, 
1998; Olynyk et al., 1999; McDonnell et al., 1999; Adams et al., 2000; Jackson et al., 2001; 
Asberg et al., 2001). Esta amplia divergencia en el cálculo de la penetrancia de la mutación 
C282Y (18,8 a 88,4%) puede ser en parte debida a que los estudios de cribado normalmente 
describen una media de penetrancia en una población de individuos con un amplio rango de 
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edad, en vez de analizar solo el grupo de individuos más mayores, ya que la expresión de la HH 
es edad dependiente (Dooley and Walker, 2000). 
El curso clínico de este tipo de individuos ha sido evaluado en dos estudios (Olynyk et 
al., 1999; Adams et al., 2000). En el trabajo de Adams y colaboradores sólo en uno de los 8 
casos familiares reportados como C282Y homocigotos asintomáticos y estudiados durante una 
media de 3,5 años desarrolló un aumento de los niveles de ferritina requiriéndose terapia 
(Adams et al., 2000). Igualmente el estudio de Olynyk y colaboradores describe evidencias de la 
existencia de individuos C282Y homocigotos no tratados que no desarrollan un aumento de los 
niveles de ferritina sérica durante un periodo de 4 años (Olynyk et al., 1999). 
Ni un exceso de hierro de la dieta ni pérdidas de sangre por menstruación o por 
donaciones explican todos los casos de C282Y homocigotos asintomáticos, por lo que se apunta 
hacia que mutaciones en otros genes pudieran modificar la expresión fenotípica de la HH. La 
proteína HFE es solamente una de las proteínas implicadas en el metabolismo del hierro, existen 
otras proteínas, conocidas o no, también implicadas en dicha homeostasis (ver sección III). 
Algún otro defecto genético que afectase a alguna de estas otras proteínas podría tener 
repercusión en la expresión fenotípica de la HH (Adams et al., 2000). 
Normalmente ante una evidencia de alteración bioquímica de los parámetros de hierro 
(saturación de transferrina y ferritina sérica elevados) los individuos C282Y homocigotos son 
puestos en tratamiento para evitar que se presenten complicaciones clínicas; esto hace que en 
muchas ocasiones la penetrancia de la mutación C282Y del gen HFE se haya referido a una 
penetrancia fenotípica correspondiente a alteraciones bioquímicas sin que se llegue a una 
alteración clínica manifiesta. La problemática estriba en que de este modo es imposible calcular 
la penetrancia de la mutación C282Y del gen HFE respecto las manifestaciones clínicas, ya que 
si los individuos son tratados es imposible saber cuantos de ellos desarrollarán finalmente una 
enfermedad manifiesta. Además es posible que otros factores o mutaciones a parte de la C282Y 
sean necesarios para la aparición de la enfermedad, por lo que no todos los individuos C282Y 
homocigotos con una bioquímica alterada desarrollarían síntomas clínicos en un futuro, tal y 
como se ha apuntado en el último trabajo realizado sobre la penetrancia de la mutación C282Y 
en la población de EE.UU. En este trabajo se concluye que menos del 1% de homocigotos para 
la mutación C282Y de la población general desarrollan manifestaciones clínicas de 
Hemocromatosis a pesar de que muchos presentan alteraciones bioquímicas (Beutler et al., 
2002). 
El seguimiento a largo plazo de individuos jóvenes C282Y homocigotos detectados 
tanto por estudios poblacionales como por estudios familiares proporcionará una estimación 
más fiable de la penetrancia de la enfermedad. A su vez, el estudio de otras proteínas implicadas 
en el metabolismo del hierro proporcionará la respuesta a la pregunta de qué otros genes, a parte 
del gen HFE, están influyendo en la expresión fenotípica de la HH. 
 
6.1.2.-La mutación C282Y en otras enfermedades 
 
A parte de la implicación directa de la mutación C282Y en la Hemocromatosis 
Hereditaria, la mutación C282Y ha sido estudiada como factor de riesgo para otras 
enfermedades. 
 23 




6.1.2.1.1.- Porfiria cutánea tarda tipo II o familiar (PCT) 
 
El caso más claro de asociación de la mutación C282Y con otra enfermedad se da en la 
porfiria cutánea tarda tipo II o porfiria cutánea tarda familiar. 
La porfiria cutánea tarda tipo II o familiar (PCT) es una enfermedad autosómica 
dominante caracterizada por una dermatitis sensible a la luz y asociada con la excreción de 
grandes cantidades de uroporfirina en orina. La enfermedad está causada por mutaciones en el 
gen uroporfirinógeno descarboxilasa o UROD situado en 1q34 y que interviene en la biosíntesis 
del grupo hemo (OMIM 176100).  
La mayoría de casos familiares de PCT presentan una sola mutación en el gen UROD, 
siendo la actividad del enzima del 50%. Estos individuos son asintomáticos y para que la 
enfermedad se manifieste es necesario que se presenten factores adicionales como hepatitis 
vírica o alcoholismo (Felsher et al., 1982).  
Desde hace tiempo se conoce que existe una alta frecuencia de sobrecarga de hierro en 
pacientes con PCT y una relación entre las anormalidades del metabolismo del hierro, la 
progresión y los síntomas de la PCT (Cortes et al., 1980; Elder GH, 1998). La reducción de la 
sobrecarga de hierro por flebotomías terapéuticas se ha llevado a cabo en el tratamiento de 
pacientes con PCT desde hace años (Elder GH, 1998). En estos pacientes es muy frecuente que 
se de hepatitis vírica crónica y/o alcoholismo (Elder GH, 1998).  
Ya en 1985 se apuntó hacia una asociación entre la PCT y la Hemocromatosis (Kushner 
et al., 1985), y más recientemente se ha confirmado esta asociación, ya que varios estudios han 
implicado a la mutación C282Y, causante de la Hemocromatosis hereditaria, como un factor  
que contribuye a la patogénesis de la PCT. Aproximadamente un 40% de los pacientes con PCT 
son homocigotos o heterocigotos para la mutación C282Y del gen HFE;  sin embargo no existe 
una clara correlación entre la severidad de la PCT y los genotipos de la UROD y/o el gen HFE  
(Santos et al., 1997; Robert et al., 1997; Mendez et al., 1998; Stuart et al., 1998; Bonkovsky et 
al., 1998; Bulaj et al., 2000). La presencia de la mutación C282Y en un alto porcentaje de 
pacientes con PCT ha indicado que el gen HFE juega un papel importante en la sobrecarga de 
hierro de la PCT, y solo en aquellos países donde la frecuencia de la mutación C282Y es muy 
baja, el metabolismo anómalo de hierro asociado en éstos pacientes se daría por otros factores 
(Ivanova et al., 1999; Furuyama et al., 1999). 
 
6.1.2.1.2.-Porfiria variegata (PV) 
  
 La porfiria variegata es un tipo de porfiria dominate con baja penetrancia causada por 
mutaciones en el gen protoporfirinógeno oxidasa (PPOX). Esta enfermedad es muy infrecuente 
excepto en Sud-África donde debido a un efecto fundador la mayoría de los pacientes con PV 
descienden de un único ancestro con la mutación R59W del gen PPOX (OMIM 172600). 
Se ha descrito que pacientes con PV que presentan además de mutaciones en el gen 
PPOX mutaciones en el gen HFE presentan un fenotipo más severo de la enfermedad (de 
 24
   Introducción 
Villiers et al., 1999a). En este estudio se identificó un paciente con PV severa con la mutación 
R59W del gen PPOX y además era heterocigoto compuesto para las mutaciones del gen HFE 
H63D y Q127H. 
  
6.1.2.2.-NASH (non-alcoholic steatohepatitis, esteatohepatitis no alcohólica) 
 
 Dos estudios recientes han mostrado una alta prevalencia de la mutación C282Y, en 
heterocigosis y en homocigosis, en pacientes con NASH (George et al., 1998; Bonkovsky et al., 
1999). No obstante, no todos los pacientes con NASH y con sobrecarga de hierro presentan la 
mutación C282Y; por lo tanto otros factores deben estar implicados en la sobrecarga de hierro 
de estos pacientes. En ambos estudios se observó un aumento de fibrosis en pacientes con 
NASH que presentaban la mutación C282Y, sin embargo en otro estudio no se encontró un 
incremento en la severidad de la enfermedad causada por la sobrecarga de hierro en pacientes 
con NASH evaluados durante 20 años (Younossi et al., 1999). Por lo tanto todavía no se sabe si 
el incremento en la frecuencia de las anormalidades en el metabolismo del hierro encontrada en 
los dos primeros estudios representa una verdadera asociación entre la presencia de la mutación 
C282Y y NASH o no. Si existiese dicha asociación la terapia de flebotomías para reducir el 
exceso de hierro sería un tratamiento a tener en cuenta en los pacientes con NASH. Como las 
flebotomías son un tratamiento barato, seguro y sencillo se ha propuesto que esta terapia podría 
ser evaluada prospectivamente en un gran grupo de pacientes con NASH (Bacon, 2001). 
 
6.1.2.3.-Hepatitis vírica   
 
 Desde hace tiempo se sabe que existe una relación entre la concentración de hierro 
hepático (HIC) y la respuesta al tratamiento con interferón en pacientes con hepatitis vírica. 
Múltiples estudios han demostrado que aquellos pacientes con hepatitis vírica que no responden 
a la terapia del interferón presentan unos valores medios de HIC mayores que los pacientes que 
sí responden a la terapia (Van Thiel et al., 1994; Olynyk et al., 1995; Piperno et al., 1996; 
Fargion et al., 1997). Así pues una primera terapia de flebotomías para depleccionar los niveles 
de hierro en estos pacientes mejora la respuesta a una posterior terapia con interferón (Fong et 
al., 1998; Fontana et al., 2000; Di Bisceglie et al., 2000). Existen algunas evidencias que 
sugieren que un incremento en el HIC está asociado a un incremento en la fibrosis hepática en 
pacientes con hepatitis vírica C (Beinker et al., 1996; Smith et al., 1998; Martinelli et al., 2000; 
Negro et al., 2000). En estudios recientes se han analizado las mutaciones en le gen HFE en 
pacientes con hepatitis vírica C sin que se observara ninguna diferencia en la prevalencia de la 
mutación C282Y ni H63D entre pacientes y controles (Smith et al., 1998; Piperno et al., 1998b; 
Hezode et al., 1999; Kazemi-Shirazi et al., 1999; Fontana et al., 2000; Martinelli et al., 2000). 
En algunos de estos trabajos se describe que la presencia de la/s mutación/es del HFE, 
especialmente la C282Y, en pacientes con hepatitis C esta asociada con un incremento de la 
fibrosis y cirrosis (Smith et al., 1998; Martinelli et al., 2000), mientras que en otros estudios no 
se ha encontrado esta asociación (Hezode et al., 1999; Kazemi-Shirazi et al., 1999; Negro et al., 
2000). Así pues se necesitan más estudios para evaluar el papel de las mutaciones del gen HFE 
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y del hierro en pacientes con hepatitis vírica C y para evaluar si una terapia a largo plazo por 
flebotomías en estos pacientes disminuye la progresión de la fibrosis hepática. 
 
6.1.2.4.-Enfermedad hepática alcohólica (Alcoholic liver disease) 
 
 Aproximadamente el 50% de pacientes con enfermedad hepática alcohólica presentan 
anomalías en el metabolismo del hierro, que normalmente se refleja en un incremento en los 
niveles de ferritina en el suero, aunque ocasionalmente algunos pacientes pueden presentar un 
incremento en la saturación de transferrina. La concentración de hierro hepático (HIC) es 
normal o ligeramente elevada, aunque no hasta los valores que se detectan en la HH (Chapman 
et al., 1982). A pesar de estas anomalías en el metabolismo del hierro varios estudios han 
concluido que las mutaciones C282Y y H63D no están incrementadas en pacientes con 
enfermedad hepática alcohólica comparado con la población control. Además no existe ninguna 
relación entre las mutaciones del gen HFE y los niveles de hierro hepático en estos pacientes 
(Grove et al., 1998). Por lo tanto aunque muchos pacientes con enfermedad hepática alcohólica 
presentan anomalías del metabolismo del hierro en suero y algunos tienen una concentración de 
hierro hepático elevada, parece ser que otros mecanismos no relacionados con el gen HFE son 
responsables de dichas irregularidades. 
 
6.1.2.5.-Diabetes mellitus tipo 2 
  
 Una de las complicaciones asociadas a la HH es la diabetes, por lo que se ha estudiado 
si la Hemocromatosis o las mutaciones en el gen HFE están presentes en pacientes con diabetes 
mellitus tipo 2. Los resultados de dichos estudios son contradictorios ya que algunos apuntan a 
que sí que existe una prevalencia incrementada de Hemocromatosis hereditaria en pacientes con 
diabetes tipo 2 (Phelps et al., 1989; Salonen et al., 1998; Kwan et al., 1998) mientras que otros 
concluyen que no (Turnbull et al., 1997; Frayling et al., 1998; Dubois-Laforgue et al., 1998; 
Braun et al., 1998; Hegele et al., 1998). 
  
6.1.2.6.-Enfermedad coronaria (CHD, coronary heart disease) 
 
 El exceso de hierro se ha descrito como un factor en el desarrollo de la enfermedad 
coronaria (CHD coronary heart disease) ya que el hierro desencadena la formación de radicales 
libres muy reactivos que pueden iniciar el fenómeno de lipoperoxidación. La lipoperoxidación 
causa la modificación de las LDL (lipoproteínas de baja densidad) que son fagocitadas por los 
macrófagos, que pueden depositarse en el endotelio de las arterias formando placas 
arterioscleróticas (Rasmussen et al., 2001). También se ha descrito que los radicales libres por si 
solos pueden dañar las células del endotelio de las arterias (Beckman et al., 1990). Además la 
pérdida de hierro por la menstruación se ha propuesto como la base de una baja incidencia de 
enfermedad cardiovascular en mujeres jóvenes, ya que la menstruación explicaría las diferencias 
de incidencia de la enfermedad coronaria por sexo y el incremento de esta incidencia en mujeres 
post-menopáusicas (Sullivan, 1981). 
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 Estos datos han llevado al estudio de las mutaciones del gen HFE, sobretodo de la 
mutación C282Y, en pacientes con enfermedad coronaria. Los resultados de estos estudios son 
contradictorios ya que algunos apuntan hacia que la heterocigosidad para la mutación C282Y 
está asociada con un mayor riesgo de padecer una enfermedad coronaria (CHD) (Roest et al., 
1999; Tuomainen et al., 1999; Rasmussen et al., 2001) mientras otros no encuentran una 
asociación de dicha mutación con la CHD (Nassar et al., 1998; Franco et al., 1998; Calado et 




 En la enfermedad de Alzheimer (AD, Alzheimer disease) se ha constatado que existe 
una acumulación de hierro en el cerebro. Debido al alto porcentaje de la población que es 
portadora de una de las mutaciones del gen HFE (C282Y y H63D) se ha investigado el papel de 
estas mutaciones en la AD, concluyéndose que la presencia de mutaciones en el gen HFE 
pueden alterar el metabolismo del hierro en el cerebro e influenciar en la edad de inicio de la 
enfermedad, la incidencia y la progresión de la enfermedad de Alzheimer (Connor et al., 2001). 
 
6.2.-La mutación H63D 
 
La mutación H63D consiste en un cambio de C por G en el nucleótido 187 situado en el 
exón 2 del gen HFE. La mutación provoca el cambio del aminoácido histidina (His) por 
aspartato (Asp) en el aminoácido número 63 de la proteína hfe (Feder et al., 1996). 
Desde su descubrimiento la mutación H63D ha suscitado controversia sobre su 
verificación como tal o su consideración como un mero polimorfismo, debido a que la mutación 
se encuentra presente en la población Europea con una frecuencia relativamente alta (media de 
14%).  
Como ya se ha dicho, la mutación se encuentra en un porcentaje más elevado en estado 
heterocigoto compuesto con la mutación C282Y en pacientes que en controles (Feder et al., 
1996). Otros aspectos que apuntan hacia una participación de la mutación H63D en la 
enfermedad son: 
- La mutación H63D esta asociada con un incremento en el porcentaje de individuos con 
saturación de transferrina mayor o igual a 45% (Beutler, 1997; Arya et al., 1999).  
- Se ha descrito que la mutación H63D impide el normal funcionamiento de la proteína hfe, y 
que esta mutación impediría el funcionamiento normal de disminución de la afinidad del 
receptor de la transferrina por la transferrina (Feder et al., 1997).  
 
6.2.1.-Penetrancia del genotipo heterocigoto compuesto C282Y/H63D 
 
Se ha descrito que la penetrancia del genotipo heterocigoto compuesto es muy baja ya 
que el equilibrio Hardy-Weinberg predice en la población más heterocigotos compuestos que 
C282Y homocigotos y sólo un bajo tanto por ciento de heterocigotos compuestos presentan la 
enfermedad. Esta penetrancia ha sido estimada entre 0,44%-1,5% por varios grupos (Feder et 
al., 1996; Jouanolle et al., 1996).  
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6.3.-Origen de las mutaciones C282Y y H63D 
 
Básicamente existen dos hipótesis sobre el origen de la mutación C282Y: la primera 
hipótesis postula que la mutación tiene un origen Celta, mientras que otra hipótesis postula que 
la mutación es de origen Vikinga. 
Ya en 1980 se postuló un origen Celta de la mutación C282Y (Simon et al., 1980). Los 
Celtas emergieron alrededor del año 1000 AC en la Europa del norte de los Alpes (Kruta, 1990) 
y colonizaron el centro, sudoeste y la región sud-central de Europa; la cultura, la lengua y la 
tecnología se propagó rápidamente a la gran mayoría del continente, llegando a Irlanda después 
del año 100 AC. Actualmente el término Celta se utiliza para describir el origen de esta 
condición de las poblaciones Irlandesa, Galesa y Bretona (Lucotte and Hazout, 1995). 
El origen de la mutación C282Y ha sido estudiado recientemente por Lucotte y Mercier 
(2000) en un estudio donde recopilan 7293 controles de diferentes poblaciones Europeas de 
diversas publicaciones. Estos autores defienden la hipótesis del origen Celta de la mutación 
C282Y. En este estudio se muestra que la frecuencia alélica de la mutación C282Y esta 
distribuida en una recta de regresión decreciente de norte a sur de Europa (Fig. 2). Además, al 
juntar las poblaciones según su descendencia se observa que las poblaciones con origen Celta 
(poblaciones de Irlanda, Sur de Gales, Jersey y de las regiones de Francia: Rennes, Brest, Sur de 
Finisterre y Bretaña) presentan una frecuencia global del alelo Y de la mutación C282Y del 
8,5%, que es significativamente mayor que la reportada para poblaciones con origen Nórdico 
(6,8%), Findo-Húngara-Rusia (4,1%), Alemana (4,0%) o de población del Sur de Europa 




Figura 2. Correlación entre la frecuencia de la mutación C282Y y los grados de latitud norte de 40 poblaciones 
Europeas (Lucote and Mercier, 2000).  
 
También se aportan datos en los que se explica la baja frecuencia del alelo Y de la 
mutación C282Y en la población Vasca (1,6-1,9%; Mercier et al., 1998a; Baiget et al., 1998) 
debido al origen exclusivamente Mesolítico de esta población, en comparación con la mezcla 
entre Mesolíticos y Neolíticos que dió origen a la población Europea actual (Lucotte and 
Mercier, 2000). Por otro lado, el máximo valor de frecuencia alélica de la mutación C282Y se 
ha descrito en una población con clara ascendencia Celta (Irlanda, 14%, Ryan et al., 1998). 
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Estos datos indican la posibilidad de la existencia de un origen ancestral común Celta de la 
mutación. La posterior diseminación de la mutación al resto de Europa posiblemente ocurrió 
con las migraciones de los Celtas por Europa (Kruta, 1990) durante la Edad de Hierro. 
Mediante análisis de desequilibrio de ligamiento y la construcción de un haplotipo 
filogenético del cromosoma portador de la HH se ha estimado que la mutación C282Y se 
originó hace aproximadamente 59 generaciones (95% CI = 30-136) (Ajioka et al., 1997), en 
otro estudió se describe que se originó hace aproximadamente 62 generaciones (95% CI = 39-
85) (Thomas et al., 1998). Asumiendo una media de tiempo de generación de 20 años, implica 
que la mutación apareció hacia el 600-800 DC, lo que sugiere que la mutación C282Y asociada 
con el haplotipo más común ocurrió en un periodo de la historia de la humanidad relativamente 
reciente. Este dato es interesante al tener que especular sobre el origen de la mutación C282Y y 
apunta más bien hacia un origen Vikingo de la mutación, ya que la expansión Celta ocurrió 
durante la segunda mitad del primer milenio AC (Cavalli-Sforza et al., 1994), demasiado 
temprano para haber llevado la mutación C282Y, mientras que la intrusiones Vikingas en 
Europa empezaron alrededor del año 789 (Haywood J, 1995), por consiguiente coincidiendo con 
la fecha calculada de origen de la mutación C282Y. Así pues, estos datos apuntan hacia la teoría 
que la HH pueda ser debida a un origen Vikingo (Milman et al., 1988, Merryweather-Clarke et 
al., 2000). 
Por estudios poblacionales se sabe que la mutación C282Y es muy frecuente en 
poblaciones del norte de Europa y en poblaciones con descendencia norte-europea, sin que se 
haya encontrado ninguna evidencia de que la mutación haya aparecido independientemente en 
poblaciones no europeas (Merryweather-Clarke et al., 2000). También se sabe que la HH está 
asociada con un haplotipo predominante ancestral que incluyen los genes HLA A3 y B7 del 
MHC (complejo de histocompatibilidad) (Simon et al., 1980; Porto and de Sousa, 2000). Así 
pues la mutación C282Y probablemente se originó en un cromosoma de un individuo europeo 
(celta o vikingo) que llevaba este haplotipo.  
La amplia variedad de haplotipos con los que la mutación H63D está asociada, 
comparado con la mutación C282Y, sugiere que la mutación H63D sea la más antigua de las 
dos mutaciones (Ajioka et al., 1997; Beutler and West, 1997; Thomas et al., 1998), además la 
mutación H63D, a diferencia de la C282Y, se da en haplotipos que no se encuentran en la 
población europea, cosa que sugiere que la mutación H63D se ha originado más de una vez 
(Rochette et al., 1999).  
 
6.4.-Hipótesis de la ventaja selectiva de las mutaciones en el gen HFE 
 
La gran prevalencia de la Hemocromatosis sugiere que ha existido una selección 
positiva, ya sea directamente para la mutación C282Y del gen HFE o para el haplotipo ancestral 
del MHC conservado con el que se asocia la mutación. La HH es una enfermedad que resulta en 
un exceso de hierro, aún así puede ser que confiera una ventaja selectiva en periodos de déficit 
nutricional de hierro o en estadios fisiológicos que requieren más hierro, como en el embarazo. 
Si el hierro fuese una fuente limitante en la dieta, aquellas personas heterocigotas tendrían una 
ventaja evolutiva. Esto sería así, particularmente, en el caso de favorecer la descendencia de 
mujeres con la mutación, ya que la mujer sufre una condición de déficit de hierro fisiológico por 
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la menstruación y en el periodo del embartazo; por lo que aquellas que presentasen la mutación 
no acusarían tanto la deficiencia de hierro y llevarían a cabo el embarazo con mayor éxito 
(Ritter et al., 1984; Datz et al., 1998). Así pues la mutación C282Y puede conferir alguna 
ventaja selectiva bajo condiciones de una dieta pobre, ante infecciones o en los embarazos 
múltiples, produciéndose una selección positiva de las mutaciones del gen HFE. 
Respecto a una posible ventaja frente a infecciones se ha sugerido que debido a que la 
proteína HFE es una proteína de la superficie celular, ésta podría actuar como un receptor para 
agente patogénicos, por lo que las mutaciones que afectaran a su localización en la superficie o 
a la unión a un ligando podrían prevenir la infección (Rochette et al., 1999), como ocurre en el 
caso de la mutación ∆F508 de la fibrosis cística. La Salmonella typhi, el agente causante de la 
fiebre tifoidea, usa la proteína transmembrana de la fibrosis cística  como receptor para entrar en 
las células epiteliales intestinales, pero la mutación ∆F508 inhibe este proceso (Pier et al., 
1998).  
Alternativamente, Thompson y Neel (1997) ha postulado que alelos asociados con 
fenotipos de enfermedad recesivas se espera que existan en una población con frecuencias muy 
variables. Por consiguiente, la tendencia genética y la expansión de la población pueden dar una 
explicación suficiente para la alta frecuencia del alelo C282Y en europeos del norte, en la 
ausencia de una selección positiva, y por lo tanto la alta frecuencia de la mutación podría ser 
debida a la casualidad y no existiría una fuerza selectiva hacia la mutación. 
 
6.5.-Otras mutaciones y polimorfismos en el gen HFE 
 
Desde el descubrimiento del gen HFE como responsable de la mayoría de los casos de 
HH, muchos trabajos han versado sobre la secuenciación y la búsqueda de nuevas mutaciones  
que pudiesen explicar aquellos casos en los que no se diesen los genotipos C282Y/C282Y ni 
C282Y/H63D. De estos trabajos se han derivado el hallazgo de varias nuevas mutaciones y 
polimorfismos (ver tabla 5). A parte de la mutación C282Y y la H63D, la mayoría de las nuevas 
mutaciones descritas hasta la fecha son muy poco frecuentes y están restringidas a familias o 
individuos concretos, hallándose en un genotipo heterocigoto compuesto con la mutación 
C282Y o H63D.  
 
6.5.1.-Mutaciones no sinónimas (missense) 
 
A parte de las mutaciones C282Y y H63D se han descrito otras mutaciones que 
comportan un cambio de aminoácido (mutaciones no sinónimas o missense). Algunas de estas 
mutaciones se han descrito en pacientes con sobrecarga de hierro, mientras que otras no tiene 
una asociación probada con la enfermedad y pueden ser simples variantes o polimorfismos. 
Excepto para las mutaciones C282Y y H63D no se han realizado estudios funcionales de las 
demás mutaciones descritas por lo que no se sabe la importancia de dichas mutaciones en el gen 
HFE. 
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S65C: 
Mutación localizada en el exón 2 del gen HFE, consiste en el cambio 193A→T que 
comporta un cambio aminoacídico de serina por cisteína. Fue identificada en un hijo gemelo 
asintomático de un paciente homocigoto para la C282Y (Henz et al., 1997) y se pensó que sería 
un polimorfismo no asociado con la enfermedad. 
En un estudio de Mura y colaboradores en el que se analizaba 711 pacientes de HH y 
410 controles se describe que la mutación S65C esta significativamente más presente en 
pacientes con al menos un cromosoma sin una mutación asignada (7.8% de los cromosomas HH 
que no presentaban ni C282Y ni H63D). Esta mayor presencia de la mutación en HH pacientes 
sugiere que la mutación esta asociada con una forma moderada de Hemocromatosis. Este 
estudio también describe que la mutación S65C no se encuentra en cromosomas portadores de 
la mutación C282Y o H63D (Mura et al., 1999). 
Varios estudios han detectado la presencia de la variante S65C en pacientes con HH no 
homocigotos para la C282Y (Bernard et al., 1998; Barton et al., 1999). 
La mutación S65C fue encontrada en un 3% de los pacientes con porfiria variegata (PV) 
sin la mutación típica en el gen de la protoporfirinógeno oxidasa (PPOX, R59W) y en 1 de 73 
pacientes positivos para la mutación R59W (de Villiers et al., 1999a).  
También se ha sidentificado a un paciente con sobrecarga de hierro dismetabólica, 
heterocigoto para la mutación S65C, en este estudio la mutación no se observó en ningún 
cromosoma de 96 portadores de la mutación C282Y (Douabin et al., 1999). Worwood y 
colaboradores han descrito un caso de una mujer con déficit de hierro heterocigota para la 
mutación S65C y H63D (Worwood et al., 1999).  
Estudios realizados en diferentes población incluida la española apuntan a una baja 
frecuencia de esta mutación (1,5-5,5%) (Rochette et al., 1999; Remacha et al., 2000). La 
mutación S65C no se ha detectado en la población normal del Sud-este asiático ni en la 
población de Sri Lanka (Rochette et al., 1999).  
 
G93R: 
La mutación missense G93R está causada por una transversión de guanina a citosina en 
el nucleótido 277 del cDNA del gen HFE (exón 2) y provoca una sustitución del aminoácido 
glicina por arginina. Fue identificada, tras la secuenciación de los exones 2, 3, 4 y 5 del gen 
HFE, en un paciente de HH de 20 estudiados no homocigotos para la C282Y ni la H63D, ni 
heterocigotos compuestos. En dicho paciente esta mutación está presente en heterocigosis 
compuesta con la mutación C282Y. Esta mutación también se encontró en una hermana 
haploidentica del paciente y con HH. La mutación no estaba presente en 176 controles (Barton 
et al., 1999). 
 
I105T: 
La mutación I105T fue descubierta en el mismo estudio realizado por Barton y 
colaboradores (1999) que condujo a la identificación de la mutación G93R. La mutación I105T 
consiste en una transición de timina por citosina en posición 314 en el exón 2 del gen HFE y 
comporta una substitución aminoacídica de isoleucina por triptófano. La mutación fue hallada 
en uno de los pacientes (hombre) en heterocigosis compuesta con la mutación H63D. Un 
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estudio familiar demostró que estas dos mutaciones segregan independientemente. La hermana 
y una hija del probando eran  heterocigota para la mutación I105T. La mutación I105T está en el 
haplotipo HLA-A3 y HLA-B7, el mismo haplotipo que está asociado con el haplotipo ancestral 




La mutación Q127H consiste en el cambio nucleotídico de adenina por citosina en 
posición 371 (371A→C) en el exón 3 del gen HFE y supone el cambio del aminoácido 
glutamina por histidina. Esta mutación se encontró en heterocigosis compuesta con la mutación 
H63D en un paciente con porfiria variegata (PV, ver 6.1.2.1.2) severa quién también es portador 
de la mutación R59W en el gen PPOX (de Villiers et al., 1999a). La mutación R59W es la 
mutación más frecuente del gen PPOX y causa porfiria variegata, una enfermedad de herencia 
dominante (ver 6.1.2.1.2) (Meissner et al., 1996; Warnich et al., 1996).  
 
V53M y V59M: 
V53M (157G→A) y V59M (175G→A) son substituciones de aminoácidos 
equivalentes, una valina por una metionina, causada por la transición de una guanina a una 
adenina en exón 2 del gen HFE. La mutación V53M se identificó en 8 de 458 controles de 
población negra de Sud-África y población bushmana. La mutación V59M se encontró en único 
caso de entre 102 controles caucásicos en el mismo estudio en la población de Sud-África (de 
Villiers et al., 1999a). Estos dos cambios se dan en un residuo aminoacídico conservado en 
humano ratón y rata, pero aún no se ha determinado si alguno juega algún papel en el control 
del metabolismo del hierro (de Villiers et al., 1999a). 
 
V272L: 
La substitución V272L (814G→T) se encuentra en el exón 4 del gen HFE y consiste en 
una transversión de guanina a timina que resulta en un cambio de aminoácidos equivalentes 
valina por leucina. La mutación se identificó por análisis de heteroduplex (Worwood et al., 
1999). Esta mutación destruye el sitio control de corte del enzima RsaI que verifica la digestión 
completa de la PCR que se utiliza normalmente para la determinación de la mutación C282Y 
(Worwood et al., 1997). No se ha encontrado evidencia de la presencia de esta variante en 253 
pacientes de HH (Pointion et al., 2000). 
 
E277K: 
El polimorfismo E277K (829G→A) se encuentra en el exón 4 del gen HFE y consiste 
en una transición de guanina a adenina que resulta en una substitución de aminoácidos en este 
caso no equivalentes: ácido glutámico por lisina. Este cambio se encontró en un paciente 
diabético asiático de 58 años sin evidencia de sobrecarga de hierro y sin las mutaciones C282Y, 
H63D o S65C. Esta variante no se encontrón en 400 pacientes diabéticos, 130 pacientes de 
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Tabla 5. Mutaciones y polimosfismos del gen HFE. 
 
Cambio  A(+1)GT Localización Enzima de restricción Comentarios Referencia
-1206 G-C -1206 5' -BbvI Pointon et al. 2000
-970 T-G -970 5' En un paciente con HH atípica Pointon et al. 2000
-825 G-A -825 5' -CviJI En un paciente asiático Pointon et al. 2000
-467 G-C -467 5' +AflIII/+TaiI Pointon et al. 2000
-370 A-T -370 5' MseI/AflII En un paciente HH atípico Pointon et al. 2000
-7 T-C -7 5' UTR +NciI En un paciente con sindrome dismetabólico de hierro Doubain et al. 1999
IVS1 +112 A-T 188 Intrón 1 En un paciente HH atípico, 1 paciente Asiático y 2 familiares H63D heterozigotos Pointon et al. 2000
IVS1 +1146 G-T 1222 Intrón 1 +BmrI En un paciente HH atípico Pointon et al. 2000
IVS1 -680 A-T 2724 Intrón 1 En un paciente HH atípico Pointon et al. 2000
H28H, 84 C-T 3411 Exón 2 En un paciente portador de C282Y Liechti-Gallati et al. 1999
V53M, 157 G-A 3484 Exón 2 +NlaIII/-MaeII En población de Sud-Africa y bushmana de Villiers et al. 1999a
V59M, 175 G-A 3502 Exón 2 +NlaIII En 1 de 102 controles caucasicos de Sud-África de Villiers et al. 1999a
H63D, 187 C-G 3514 Exón 2 -MboI Mutación implicada en algunos casos de HH en heterocigosis compuesta con C282Y Feder et al. 1996
H63H, 189 T-C 3516 Exón 2 -NlaIII Mutación silenciosa detectada en población Sud-Africana de Villiers et al. 1999a
S65C, 193 A-T 3520 Exón 2 -Hinf I Identificada por 1ª vez en un familiar de un paciente C282Y homocigoto Henz et al. 1997
V68, 203delT 3530 Exón 2 +MwoI En un paciente C282Y heterozigoto Liechti-Gallati et al. 1999
G93R, 277 G-C 3604 Exón 2 En dos hermanos con HH heterozigotos para esta mutación y para C282Y Barton et al. 1999
I105T, 314 T-C 3641 Exón 2 En un paciente HH heterozigoto para esta mutación y para H63D Barton et al. 1999
IVS2 +4 T-C 3671 Intrón 2 +TaiI/ +RsaI Alelo T asociado con mutación C282Y Beutler and West 1997
Q127H, 317 A-C 3917 Exón 3 En heterozigosis en pacientes con porfiria variegata de Villiers et al. 1999a
P160dC, 478-480C 4014-6 Exón 3 Paciente HH heterozigoto para esta mutación sin otra mutación en gen HFE Pointon et al. 2000
IVS3+1 G-T 4153 Intrón 3 Mutación de splicing  en 1 familia Caucásica, heterozigotos compuesto con la mutación C282Y Wallace et al. 1999
V212V, 636 G-C 5265 Exón 4 -HphI En una mujer diabética con parámeros de hierro normales Bradbury et al. 2000
V272L, 814G-T 5443 Exón 4 -RsaI En un individuo, destruye diana RsaI en el analisis de la mutación C282Y Worwood et al. 1999
E277K, 829 G-A 5458 Exón 4 -MboII En un hombre asiático diabético con parámetros de hierro normales Bradbury et al. 2000
C282Y, 845 G-A 5474 Exón 4 +RsaI Mutación causante de la mayoría de los casos de HH Feder et al. 1996
IVS4 +48 G-A 5569 Intrón 4 +MseI En primer  diseñado por Feder et al. 1996 y usado para la detección dela mutación C282Y Totaro et al. 1997 
IVS4 -50 A-G 5630 Intrón 4 -Fok I En la población Sud-Africana de Villiers et al. 1999a
IVS4 -44 T-C 5636 Intrón 4 +HaeIII / -DdeI/ +Sau96I Beutler and West 1997
R330M, 989 G-T 5776 Exón 5 NlaIII/DrdII En un paciente de HH negativo para C282Y y H63D de Villiers et al. 1999a
IVS5 +14 A-G 5807 Intrón 5 En un paciente HH atípico Barton et al. 1999
IVS5 -398 G-T 6359 Intrón 5 EspI/+DdeI En un paciente HH atípico Doubain et al. 1999
IVS5 -47 A-G 6700 Intrón 5 +BanI / NlaI Alelo G asociado con la mutación C282Y Beutler and West 1997 
IVS6 +426 A-G 8227 Intrón 6 BdemJ En un paciente HH atípico Pointon et al. 2000
G-C base 124 9081 Exón 7, 3'UTR  -BsaMI Frecuencia alélica G 90%, C10% Doubain et al. 1999
C-T 9379 Poly A+5 -RsaI Rochette et al. 1999  
 
+ creación de diana de restricción por la mutación o polimorfismo. - destrucción de diana de restricción por la mutación o polimorfismo. IVS variante de secuencia intrónica (intron variant 
sequence). En negrita se presentan las mutaciones que se han implicado en la patogénia de la HH. 
  
  Introducción 
R330M: 
La mutación R330M (989 G→T), en el exón 4, consiste en la substitución de una 
arginina por una metionina en una posición conservada debido a la transversión de una guanina 
por una timina. La mutación se identificó en heterocigosis en un paciente de HH negativo para 
las mutaciones H63D y C282Y y en el que no se identificó ninguna otra mutación. Este cambio 
no está presente en 40 controles (de Villiers et al., 1999a). El papel de esta mutación en el 
metabolismo del hierro todavía no se ha investigado.  
 
6.5.2.-Mutaciones del sitio de splicing 
 
Hasta la fecha sólo se ha descrito una única mutación de sitio de splicing (IVS3 + 
1G→T) en un paciente de HH heterocigoto para la mutación C282Y, este paciente presenta 
cirrosis hepática, siderosis hepatocelular de grado +4 y un índice de hierro hepático de 5.0 
(Wallace et al., 1999). La mutación consiste en una transversión de guanina a timina. Tanto el 
probando como su hermana son heterocigotos compuestos para esta mutación y la C282Y y 
afectos de HH. El estudio familiar mostró que las mutaciones C282Y y IVS3+ 1G→T segregan 
independientemente. La hija del probando ha heredado la mutación IVS 3 + 1 G→T en ausencia 
de la C282Y y presenta valores de hierro normales a la edad de 22 años. La mutación causa la 
omisión del exón 3 con el resultado del exón 2 unido al exón 4. Trescientos sesenta y cinco 
europeos, incluyendo 50 heterocigotos para la C282Y son negativo para esta mutación. Esta 




Se han identificado tres mutaciones sinónimas. La H28H (84C→ T), una transición 
citosina a timina en el exón 2 se encontró en un heterocigoto para la C282Y (Liechti-Gallati et 
al., 1999). La mutación sinónima H63H (189T →C) afecta el mismo codón que la mutación 
H63D (de Villiers et al., 1999a; Bradbury et al., 2000). Esta mutación es indistinguible de la 
H63D por el análisis de PCR seguido de corte con enzima de restricción, en ambos cambios 
(H63D y H63H) se destruye la diana. La mutación V212V (636G→C) es un cambio de una 
guanina a una citosina, está situada en el exón 4 y se encontró en uno de 400 diabéticos 
(Bradbury et al., 2000). No hay ninguna evidencia de que estas mutaciones tengan algún papel 
en la HH.  
 
6.5.4.-Mutaciones con cambio de la pauta de lectura 
 
Hasta la fecha se han detectado dos mutaciones que alteran el marco de lectura de la 
proteína HFE, ambas son delecciones y están asociadas con HH.  
Una delección en heterocigosis de una citosina (P160∆C) en el exón 3 del gen HFE en 
un paciente del Reino Unido parece causar HH (Pointon et al., 2000). Este paciente tenía el 
diagnóstico de HH confirmado por biopsia hepática. La delección P160∆C causa un cambio en 
la pauta de lectura y introduce un codón de terminación o stop prematuro 50 aminoácidos 
después de la delección. Este paciente no tiene ninguna otra mutación en la zona codificante del 
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gen HFE identificada hasta la fecha. En el cribado de 206 caucásico y 110 asiáticos no se 
identificó ningún caso de esta misma delección. Es probable que esta mutación sea exclusiva de 
este individuo.  
Un segundo caso de delección de un nucleótido se encontró en el exón 2 del gen HFE, 
V68∆T. Esta delección causa un cambio en la pauta de lectura que conlleva a una terminación 
prematura 19 aminoácidos después de la delección. Este cambio de pauta de lectura se encontró 
en un paciente de HH heterocigoto para la mutación C282Y (Liechti-Gallati et al., 1999).  
En ambos casos, el cambio del marco de lectura ocurre en el dominio α2 de la proteína, 
por lo que se supone que la proteína no se expresaría en la membrana celular ya que el dominio 
α3 no existiría y por lo tanto no interaccionaría con la proteína β2-microglobulina.  
 
6.5.5.-Mutaciones y polimorfismos en el UTR 
 
Se han descrito tres cambios en las regiones exónicas no codificantes o regiones no 
traducidas (UTR). La relevancia de estas variantes en el metabolismo del hierro es desconocida. 
Estos cambios son: 
Una transición timina a citosina 7 nucleótidos antes del codón de iniciación (ATG) (-
7T→C) en la región 5’UTR (Douabin et al., 1999). En este estudio se encontró un paciente con 
síndrome dismetabólico de sobrecarga de hierro heterocigoto para esta mutación. Esta mutación 
no se encontró entre un grupo control de 88 cromosomas, ni en 18 pacientes HH homocigoto 
para la C282Y ni en 18 pacientes con síndrome dismetabólico de sobrecarga de hierro 
heterocigotos para C282Y. 
Se han encontrado dos polimorfismos en la zona no codificante del exón 7 (3’ UTR): 
Una transición de citosina a timina cinco nucleótidos después de la señal de 
poliadenilización (poly A+5 C→T), nucleótido 2484 del mRNA (Rochette et al., 1999). Este 
cambio presenta una frecuencia alélica del 32% en controles caucásicos y de un 16% en 
cromosomas con la mutación C282Y (Pointon et al., 2000).  
El segundo cambio es una transversión de guanina a citosina en el nucleótido 124 de 
exón 7 (nucleótido 2186 del mRNA) (Douabin et al., 1999) que presenta una frecuencia alélica 




Se han encontrado varios polimorfismos intrónicos dialélicos en el gen HFE (Tabla 5). 
No se cree que estos polimorfismos estén implicados con la HH.  
La existencia del polimorfismo IVS4 +48A→G (5569G→A) (Totaro et al., 1997) en el 
primer reverso de uso muy frecuente para la detección de la mutación C282Y por PCR es sin 
duda el más estudiado de los polimorfismos debido a que en un principio se pensó que generaba 
falsos resultados (de Villiers et al., 1999b; Jeffrey et al., 1999a; Somerville et al., 1999). El 
polimorfismo se encuentra 5 nucleótidos antes del 3’ del primer originalmente propuesto por 
Feder y usado en la amplificación y genotipado de la mutación C282Y (Jeffrey et al., 1999a). 
Dependiendo de las condiciones de la PCR la presencia del polimorfismo puede afectar a la 
amplificación del DNA. Así pues, a temperatura de annealing de 60ºC o mayores, la presencia 
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del polimorfismo en combinación con el primer antisense original resulta en poca o ninguna 
amplificación del DNA, mientras que a temperaturas más bajas de annealing (58ºC) el 
polimorfismo no afecta a la amplificación (European Haemochromatosis Consortium 1999, 
Gómez et al., 1999; Merryweather-Clarke et al., 1999a; Noll et al., 1999). Por lo tanto si el 
polimorfismo se encuentra en el alelo contrario a la mutación C282Y, como se ha reportado en 
diversos artículos (Merryweather-Clarke et al., 1999a), su presencia resultaría en un falso 
diagnóstico del genotipado de la mutación C282Y, obteniéndose un genotipo homocigoto para 
la C282Y en individuos heterocigotos al no amplificarse el cromosoma con el polimorfismo (si 
se hace la PCR a 65ºC). De esta manera se generaría una sobreestimación de homocigotos para 
la mutación C282Y. En el estudio de Thorstensen y colaboradores (2000) se encontró un caso 
en el que el polimorfismo estaba asociado con la mutación C282Y obteniéndose un genotipo 
normal, bajo las condiciones que provocan el fallo de la PCR, en un individuo heterocigoto para 
la mutación C282Y. La existencia de este polimorfismo y su posible implicación en la 
determinación del genotipado de la mutación C282Y ha provocado que varios estudios hayan 
reanalizado sus resultados (Gómez et al., 1999; Jeffrey et al., 1999a; Somerville et al., 1999; 
Thorstensen et al., 2000). La prevalencia del polimorfismo en la población control es alta 
10,5%, lo que sugiere que el polimorfismo es muy frecuente (Gómez et al., 1999). Los distintos 
artículos que han estudiado este polimorfismo y su implicación en el genotipado de la mutación 
C282Y recomiendan la utilización de un primer alternativo en el que no esté presente el 
polimorfismo, como el descrito en el artículo de Jeffrey y colaboradores (1999a), para evitar 
posibles errores en el diagnóstico en todos aquellos laboratorios en los que la detección de la 
mutación C282Y se base en la técnica de la PCR seguida de digestión enzimática (Thorstensen 
et al., 2000). 
La existencia de polimorfismos intrónicos tiene por tanto importancia al diseñar primers 
para cribar mutaciones y es importante saber sus localizaciones para evitar posibles resultados 
erróneos. Esto es aún más crucial cuando un alelo de un polimorfismo está en desequilibrio de 
ligamiento con la mutación a estudiar, como es el caso de algunos polimorfismos del gen HFE 
(Tabla 5).  
Algunos de estos polimorfismos se han usado para establecer haplotipos en el gen HFE; 
este tipo de estudio puede ayudar en la comprensión de los orígenes de las mutaciones (Beutler 
and West, 1997; Aguilar-Martínez, et al., 1999; Rochette et al., 1999).  
 
6.6-Pacientes negativos para las mutaciones en HFE (non-HFE patients) 
 
Aún reconociendo la importancia de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE, éstas 
no explican la totalidad de los casos de Hemocromatosis familiar. Según estudios realizados de 
la detección de las mutaciones C282Y y H63D presentes en pacientes afectos por HH en 
diferentes poblaciones existe una proporción de dichos enfermos que no presentan los genotipos 
del gen HFE asociados con la enfermedad (C282Y/C282Y, C282Y/H63D). La existencia de 
otras mutaciones descritas en el gen HFE a parte de la C282Y y H63D parece que son puntuales 
y exclusivas de un determinado paciente o familia (ver 6.5). En Italia es donde se ha publicado 
el número de casos de HH sin los genotipos asociados a la enfermedad más elevado (más del 
31% sin el genotipo C282Y/C282Y) (Piperno et al., 1998a), en este país es donde se han 
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reportado otros tipos de Hemocromatosis como la Hemocromatosis Juvenil o la 
Hemocromatosis tipo 3 y 4, entidades que no están asociada con el gen HFE.  
Se ha descrito que la detección de pacientes de HH sin los genotipos C282Y/C282Y o 
C282Y/H63D puede ser debido a un mal diagnóstico de Hemocromatosis primaria en aquellos 
pacientes que presentan al menos una causa secundaria potencial de sobrecarga de hierro como 
es la hepatitis vírica C o B, un exceso de alcohol y/o un uso exógeno de hierro (Shaheen et al., 
1998). No obstante aún realizando un exhaustivo estudio clínico y genético de la región 
codificante del gen HFE parece ser que existe un bajo porcentaje de pacientes bien 
diagnosticados de HH en los que no se ha detectado cual sería la causa genética responsable de 
su enfermedad. Esto indicaría que otras mutaciones en regiones no secuenciadas del gen HFE 
(promotor, UTRs) o presentes en otros genes de la región 6p o de otros cromosomas son 
responsables de estos casos. De estos estudios se desprende que es imprescindible un buen 
estudio clínico de los pacientes con HH para excluir posibles causas secundarias de sobrecarga 
de hierro, así como otros tipos de Hemocromatosis no relacionados con el gen HFE, ya que la 
inclusión de estos pacientes en los estudios de detección de mutaciones del gen HFE bajaría la 
frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D encontradas en dicho gen. 
 
6.7.-Técnicas de detección de las mutaciones del gen HFE 
 
Debido a la gran cantidad y variedad de métodos utilizados para la detección de las 
mutaciones del gen HFE, principalmente C282Y y H63D, he considerado oportuno introducir 
esta sección en mi tesis. 
 
6.7.1.-PCR seguida de digestión enzimática 
 
Este método no requiere de equipamiento especializado y es probablemente el más 
utilizado en los laboratorios para la detección de las dos mutaciones. 
La mutación C282Y crea una diana de restricción RsaI o SnaBI y la mutación H63D 
destruye una diana MboI o BclII, por lo que los alelos normales y mutados pueden ser 
fácilmente reconocidos en base al tamaño de los fragmentos una vez digeridos con el enzima 
adecuado y sometidos a electroforesis en un gel de agarosa. Muchos laboratorios utilizan los 
primers descritos por Feder y colaboradores en el artículo que describe el descubrimiento del 
gen HFE (Feder et al., 1996). Si embargo es importante la selección de los primers y el enzima 
de restricción para que el producto de PCR contenga un sitio de restricción adicional al creado o 
destruido por la mutación, para usarlo de control interno. Así pues para mutación C282Y se 
utiliza el enzima RsaI en vez del SnaBI que es de corte menos frecuente con los primers 
descritos originalmente por Feder y colaboradores (1996) (Tabla A1.1). Para la mutación H63D 
es mejor rediseñar los primers para que en el producto de PCR se incluya otra diana MboI 
(Merryweather-Clarke et al., 1997a; Worwood et al., 1997). Debido a la polémica sobre la 
utilización del primer reverso descrito por Feder y colaboradores (1996) en esta técnica se ha 
recomendado no utilizar primers que comprendan polimorfismos conocidos y muchos 
laboratorios han rediseñado este primer (Jeffrey et al., 1999a) (Tabla A1.1). 
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6.7.2.-PCR con primers de secuencia específica 
 
Los métodos en los que el alelo normal y mutado son diferenciados por los primers de 
la PCR permiten una detección de la mutación sin la aplicación posterior a la PCR de ninguna 
técnica adicional.  
Mullighan y colaboradores (1998) usan primers alelo específicos para la detección de 
las mutaciones H63D y C282Y empleando 4 reacciones de PCR para determinar ambos 
genotipos y si las mutaciones se encuentran en cis o trans. 
Merryweather-Clarke y colaboradores (1997b) desarrolló un método de PCR con 
primers mutados (MS-PCR mutagenically separated polymerase chain reaction) para la 
detección de la mutación C282Y en el que los alelos se diferenciaban por tamaño. 
Otro método de PCR alelo específico para la detección de la mutación C282Y fue 
descrito por Takeuchi y colaboradores (1997). Dos primers comunes amplifican un producto 
común y dos primers alelos específicos en orientación opuesta y no solapantes amplifican el 
producto alelo específico de tamaño diferente. Métodos parecidos han sido desarrollados para la 
mutación C282Y y la mutación H63D, requiriéndose 2 PCR para la detección de cada mutación 
(Smillie D, 1998; Guttridge et al., 1998; Steffensen et al., 1998). 
El método ARMS (multiple amplification refractory mutation system) precisa de dos 
PCR para el genotipado de las dos mutaciones (Baty et al., 1998). Este es probablemente el 
método de este tipo más eficaz para el análisis de pacientes con sospecha de HH y sus 
familiares, ya que precisa de menos reactivos y tiempo.  
Otro método descrito para la detección de la mutación C282Y es el método AGRS 
(amplification generating restriction site). Esta técnica consiste en el diseño de primers mutados 
y la generación de una diana de restricción (KpnI en este caso) según se amplifique uno u otro 
alelo de la mutación (Andrikovics et al., 1999). 
También se ha descrito un ensayo que combina la PCR múltiple con primers mutados y 
la utilización de enzima de restricción. Mediante este ensayo permite el genotipado de ambas 
mutaciones (C282Y y H63D) tras una PCR múltiple y una digestión enzimática con el enzima  
BbrPI (Stott et al., 1999). 
  
6.7.3.-Hibridación con oligonucleótidos alelo específicos (ASOH) y hibridación reversa. 
 
El método de hibridación con oligonucleótidos alelo específico (allele-specific 
oligonucleotide hybridization, ASOH) consiste en la generación de dot blots con el producto de 
PCR de la región mutada de cada individuo a analizar y la hibridación con oligonucleótidos 
alelo específicos marcados radiactivamente (Beutler et al., 1996). También se han descrito 
variaciones de este método como la PCR-SSOP (PCR-based sequence-specific oligonucleotide 
probe) en la que se amplifica una gran región genómica por PCR que contine una o varias 
mutaciones y posteriormente se híbrida con sondas alelo específicas marcadas con digoxigenina 
(Murphy et al., 1998). 
En el mercado existen varios métodos comerciales basados en tiras reactivas para la 
detección de las mutaciones del gen HFE, estos métodos están basados en el ensayo de 
hibridación reversa. Oberkanins y colaboradores (2000) describen un método de hibridación 
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reversa para la detección simultánea de nueve mutaciones y polimorfismos del gen HFE. La 
variantes que se detectan con este test son: V53M, H63D, H63H, S65C, Q127H, E168X, E168Q 
y C282Y. El test está basado en tiras listas para su uso que contienen sondas de oligonucleótidos 
(14 y 26 pb) para cada alelo mutado y normal inmovilizadas en línea paralelas de un array. A 
partir de DNA del individuo a cribar se realizan PCR múltiples biotinilizadas que comprenden 
la secuencia a analizar del gen HFE. Las secuencias biotinilizadas son hibridadas sobre las tiras 
y el resultado se detecta por reacción colorimétrica del enzima conjugado a la estreptavidina. 
Este método puede ser adaptado a cubrir la detección de otras variantes del gen. 
 
6.7.4.-SSCP (single-strand conformational polymorphism) y análisis de heteroduplex 
 
La detección de las mutaciones C282Y y H63D por SSCP también es posible. Para ello 
se realiza una PCR múltiple de ambas mutaciones y los productos desnaturalizados son 
detectados por movilidad electroforética diferencial en geles no-desnaturalizantes tras una 
tinción con plata del gel de poliacrilamida (Hertzberg et al., 1998, Simonsen et al., 1999). La 
mutación S65C se puede deterctar por este método (Simonsen et al., 1999). Si se usan para cada 
mutación primers marcados con diferente fluorescencia los productos pueden ser detectados por 
capilaridad electroforética usando el sistema ABI Prism 310 CE (Bosserhoff et al., 1999, Wenz 
et al., 1999).  
El análisis de heteroduplex aplicado a la detección de la mutaciones del gen HFE 
consiste en la amplificación por PCR del fragmento de DNA donde reside la mutación en la 
presencia de un generador de heteroduplex, que es la misma secuencia pero con la delección de 
codón situado justo en el extremo 5’ de la mutación C282Y (Jackson et al., 1997). Los 
heteroduplex generados durante la PCR tienen diferente movilidad en presencia o ausencia de la 
mutación y el análisis puede ser hecho en geles de poliacrilamida teñidos con plata o semi-
automáticamente con capilares de electroforesis usando un analizador genético ABI Prism 310. 
Por este método se detectó la variante del exón 4 V272L (815G→T) (Worwood et al., 1999). El 
análisis por heteroduplex de la mutación H63D detecta también la mutación S65C. 
Una combinación del análisis por heteroduplex y de SSCP se usó en la búsqueda de las 
mutaciones C282Y y H63D en pacientes y controles. En este estudio además se detectó la 
presencia de 4 mutaciones missense en la región codificante y 3 polimorfismos intrónicos (de 
Villiers et al., 1999a); lo que demuestra las ventajas del uso de este tipo de métodos para 
detectar nuevas mutaciones en la secuencia analizada. 
 
6.7.5.-Métodos semi-automatizados o automatizados 
 
Debido al interés que suscita un cribado poblacional a gran escala de la mutación 
C282Y del gen HFE, la utilización de tecnología automatizada ha adquirido una gran relevancia 
ya que esta tecnología resulta esencial para lograr una mayor rapidez y fiabilidad de los 
genotipados en un análisis a gran escala.  
El primer método de detección de mutaciones en el gen HFE fue el ensayo de ligación 
de oligonucleótidos (oligonucleotide ligation assay, OLA) (Feder et al., 1996). Este método de 
detección de mutaciones consiste en la detección del alelo mutado o normal por ligación de un 
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oligonucleótido biotinilizado a un oligonucleótido marcado con digoxigenina y unido al 
fragmento de PCR desnaturalizado en el sitio de la mutación (Delahunty et al., 1996). El 
producto de la PCR es capturado en placas recubiertas de estreptavidina y la existencia de 
ligación se detecta por una reacción enzimática acoplada a un anticuerpo anti-digoxigenina. El 
método es complejo pero puede ser realizado automáticamente. Aunque esta técnica no se 
utiliza habitualmente, los primers diseñados originalmente son de uso muy frecuente en la 
detección de las mutaciones del gen HFE por otros métodos. 
Se ha descrito la utilización de microplacas de capilares de electroforesis para separar 
productos de PCR digeridos con enzimas de restricción en la detección de la mutación C282Y 
(Woolley et al., 1997; Simpson et al., 1998). Los fragmentos se detectan con un escaner de 
fluorescencia cofocal. Este tipo de tecnología puede reducir el tiempo de análisis drásticamente 
con el análisis de 96 muestras en 8 minutos. 
El método FNC (first nucleotide change method) consiste en la incorporación de 
nucleótidos marcados con fluoresceína a un primer biotinilado que esta junto al lado del sitio de 
la mutación. Los productos son capturados en una placa microtiter recubierta con estreptavidina 
y los resultados se detectan por colorimetría (Jazwinska et al., 1996). 
El análisis por SNuPE (single nucleotide primer extensión) utiliza la extensión de un 
primer contiguo al sitio de la mutación por un nucleótido marcado radioactivamente y 
específico para el alelo normal o para el mutado. Los productos de SNuPE son purificados de 
los nucleótidos radiactivos libres y sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida 
desnaturalizante y detectados por autoradiografía (Rhodes et al., 1997). 
También se ha descrito un análisis que combina los métodos FNC y SNuPE en el que 
los productos de PCR se capturan en una fase sólida, se utilizan primers biotinilados, la 
extensión se realiza con nucleótidos tritiados y el resultado se detecta mediante contaje 
radioactivo con líquido de centelleo (Tuomainen et al., 1999). 
En 1997 se describió un nuevo método de primer extension y transferencia de energía 
de resonancia fluorescente desde un primer dador marcado a un dideoxinucleótido aceptor 
marcado que extiende la reacción (fluorescence resonance energy transfer, FRET) (Chen et al., 
1997). La monitorización de la reacción se puede realizar en una PCR de tiempo real o el 
método puede ser plaqueado y la fluorescencia leída en un lector de fluorescencia de placas. Las 
lecturas de fluorescencias son comparadas con aquellas de genotipos conocidos. 
Otro método descrito para la detección de las mutaciones C282Y y H63D consiste en la 
realización de una PCR múltiple seguida de una detección por cromatografía desnaturalizante 
líquida o DHPLC (denaturing high-performance liquid chromatography) (Kaler et al., 2000). 
En este método tras una amplificación de las dos mutaciones, los productos de la PCR son 
analizados bajo condiciones desnaturalizantes (60ºC) con la adición y sin la adición de DNA 
con genotipo normal para determinar si las muestras homocigotas son normales o mutantes. El 
resultado de los posibles genotipos se detecta por los diferentes picos de los fragmentos eluidos. 
Devaney y colaboradores (2001) describen un método en el que se acopla la detección de las 
mutaciones por SNuPE a la detección por DHPLC. 
Los métodos de primer extension de nucleótidos pueden ser adaptados para su detección 
con un alto rendimiento usando la tecnología del chip de DNA (Hacia and Collins, 1999). 
Oligonucleótidos sense y antisense modificados en N-terminal pueden ser acoplados de manera 
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ordenada en portaobjetos de vidrio (arrays) y hibridados a fragmentos de PCR desnaturalizados 
generados a partir de DNA genómico. Los portaobjetos son incubados con los 4 
dideoxinucleótidos, cada uno marcado con un diferente fluoróforo, y con DNA polimerasa I. 
Después de los lavados, se escanean los portaobjetos. En el caso de una muestra homocigota, un 
dideoxinucleótido se incorpora y en el caso de una muestra heterocigota son incorporados 2 
dideoxinucleótidos diferentes. El uso de robots y computadoras hacen de la tecnología del chip 
de DNA el método de elección para un futuro cribado poblacional, que posibilitaría la detección 
de individuos asintomáticos antes de cualquier complicación mediante su genotipado. 
Todos estos métodos evitan la resolución de los productos de PCR en un gel de agarosa, 
pero requieren de una considerable manipulación post-PCR; sin embargo son muy específicos y 
rápidos, proporcionan un genotipado múltiple, con consumo mínimo de reactivo debido a la 
miniaturización y facilitan la manipulación de múltiples muestras.  
 
6.7.5.1.-La PCR en tiempo real 
 
La introducción de máquinas de PCR de tiempo real tales como el LightCycler de 
Roche, es uno de los avances recientes en la tecnología de la PCR. Este tipo de aparatos de PCR 
combinan la rapidez de los ciclos con una detección continua de los amplicones marcados 
fluorescentemente usando la tecnología láser. Los productos de PCR son detectados tanto por 
secuencia específica, hibridación de sondas fluorescentes usando la tecnología FRET (método 
TaqMan), o por un colorante fluorescente independiente de secuencia como el SYBR Green I. 
Al final de la PCR, los productos son calentados para que los perfiles de desnaturalización 
puedan ser calculados. Los productos que contienen secuencias normales o mutadas pueden ser 
identificados por su patrón único de perfil de desnaturalización. Esta técnica ha sido empleada 
en la detección de las mutaciones del gen HFE por varios autores (Bernard et al., 1998; Kyger et 
al., 1998; Bollhalder et al., 1999; Mangasser-Stephan et al., 1999; Restagno et al., 2000). 
La principal ventaja de esta nueva tecnología es que la PCR y la detección se realizan 
simultáneamente en el mismo capilar con ninguna manipulación post-PCR, por lo que existe 
menos probabilidad de error debido a manipulación de muestras. La PCR en este sistema es 
muy rápida, normalmente en 35 minutos esta completa. Sin embargo, el alto coste del aparato 
de PCR así como de los reactivos hacen que el método no sea adecuado para un cribado a gran 
escala. 
 
7.-Estudios poblacionales de las mutaciones C282Y y H63D 
 
En los múltiples estudios poblacionales realizados tanto en población control como en 
pacientes de HH se confirma que las mutaciones C282Y y H63D se encuentran en cromosomas 
diferentes por lo que se reduce a 6 los 9 posibles genotipos resultantes del cribado de ambas 
mutaciones H63D y C282Y (HHCC, HDCC, DDCC, HHCY, HDCY y HHYY). Solamente se 
han descrito ambas mutaciones en el mismo haplotipo, es decir en cis, en dos publicaciones 
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7.1.-Estudios en pacientes con HH 
 
Los artículos subsiguientes al artículo donde se descubre el gen HFE confirman que este 
gen y en particular la mutación C282Y son los responsables de la mayoría de casos de 
Hemocromatosis Hereditaria (HH) de las diferentes poblaciones estudiadas (Tabla 6). 
En las figuras 3 y 4 se muestran la frecuencia de homocigotos para la mutación C282Y 
en los pacientes de HH de Europa y del resto del mundo. Más del 80% de los HH pacientes del 
norte de Europa son homocigotos para la mutación C282Y (Merryweather-Clarke et al., 2000). 
Variaciones en los criterios de diagnóstico resultan en algunas variaciones de los números, pero 
en general, existe un mayor porcentaje de pacientes HH homocigotos para la C282Y en el norte 




Figura 3. Frecuencia europea de pacientes de HH homocigotos para la mutación C282Y (Merryweather-Clarke et 
al., 2000). 
 
La mayor discrepancia se da en Italia, donde se ha publicado que en el norte de Italia 
sólo un 67% de pacientes HH son homocigotos para la C282Y y sólo un 33% lo es en el sur de 
Italia (Piperno et al., 1998a). En Italia estudios de Carella y colaboradores han concluido que la 
Hemocromatosis en este país parece ser más heterogénea que la publicada en otros países 
europeos (Carella et al., 1997). En su estudio presenta pacientes con HH y ligamiento en 6p sin 
la típica mutación C282Y, los autores apuntan como posibles explicaciones a la causa genética 
de estos pacientes la existencia de mutaciones en regiones no secuenciadas como regiones 
reguladoras (promotor o zona no traducida) o la existencia de otro gen responsable de la 
enfermedad en esta misma región 6p. Es también en Italia donde se ha descrito más casos de 
Hemocromatosis Juvenil (JH), catalogada como Hemocromatosis tipo 2, y de Hemocromatosis 
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tipo 3 ligada a mutaciones en el gen TFR2, ambas enfermedades no presentan mutaciones en el 
gen HFE (Camaschella C, 1998; Camaschella et al., 2000) (ver I-2).  
 
Tabla 6. La mutación C282Y y H63D en pacientes con HH. 
 
País/región N HHCC HDCC DDCC HHCY HDCY HHYY %H63Da Métodob Referencias
Norte Europa
Alemania 92 0 0 0 1,1 4,3 94,6 80 PCR-dig. Nielsen et al. 1998
Alemania 57 1,8 5,3 0 0 3,5 89,5 56 PCR-dig. Gottschalk et al. 1998
Austria 40 10 2,5 2,5 0 7,5 77,5 40 PCR-dig. Datz et al. 1997
Inglaterra (este) 18 0 0 0 0 0 100 - ASOH/PCR-dig Willis et al. 1
Reino Unido 115 4,3 0 0,9 0,9 2,6 91,3 31 PCR-dig. Worwood et al. 1997
Escocia 54 3,7 0 0 0 5,5 91 43 PCR-dig. Miedzybrodzka et al. 1999
Irlanda 60 3,3 0 0 1,7 1,7 93,3 17 PCR-dig. Ryan et al. 1998
Irlanda 30 3,3 0 3,3 3,3 0 90 40 PCR-SSOP Murphy et al. 1998
Noruega 70 81,4 - Bell et al. 1997
República Checa 12 0 0 0 0 0 100 - AS-PCR Zdarsky et al. 1
Suecia 87 1,1 1,1 1,1 1,1 3,4 92 60 PCR-dig. Cardoso et al. 1998
Suecia 38 89,5 - Merryweather-Clarke et al. 2000
Bretaña 132 0 1,5 1,5 2,3 2,3 92,4 64 PCR-dig. Jouanolle et al. 1997
Bretaña (oeste) 711 4,9 3,8 1,1 4,4 5,6 80,2 39 PCR-dig. Mura et al. 1999
Bretaña (este) 217 0 0,5 0,5 0,9 1,8 96,3 70 PCR-dig. Moirand et al. 1999
Francia 242 2,2 1,7 1,7 0,9 6 87,5 63 Merryweather-Clarke et al. 2000
Francia 99 3 3 4,1 1 7,1 81,8 64 PCR-dig. Aguilar-Martinez et al. 1997
Francia 94 8,5 8,5 2,1 4,3 4,3 72,3 36 ASOH Borot et al. 1997
Francia 61 9,8 4,9 8,2 3,3 6,6 67,2 50 Mercier et al. 1998b
Sur Europa
España 22 4,5 0 4,5 4,5 4,5 81,8 50 PCR-dig. Moreno et al. 1999
España 60 66,7 - PCR-dig. Fabrega et al. 1999
Portugal 25 0 4 0 8 4 84 40 OLA Porto et al. 1
Italia 75 21,3 4,0 1,3 2,7 6,7 64 21 PCR-dig. Carella et al. 1997
Italia (norte) 158 11,3 7,6 1,3 6,3 4,4 69 28 PCR-dig. Piperno et al. 1998a
Italia (sur) 30 36,7 13,3 3,3 3,3 10 33,3 25 PCR-dig. Piperno et al. 1998a
Grecia 10 50 0 0 0 20 30 17 PCR-dig. Papanikolaou et al., 2000
Otros
USA 178 11,2 0 0,6 0,6 4,5 83,1 20 OLA Feder et al. 1996
USA 147 6,8 2,7 1,4 1,4 5,4 82,3 29 ASOH Beutler et al. 1996
USA 56 80,4 - PCR-dig. Calandro et al. 1996
USA 61 8,2 4,9 4,9 6,6 8,2 67,2 45 TaqMan Sham et al. 1997
USA 74 8,1 8,1 4 15 5,4 60 36 ASOH Barton et al. 1997
Canadá, Quebec 32 25,0 6,3 12,5 3,1 9,4 43,8 41 PCR-dig. Rivard et al. 2000
Australia 112 0 0 0 0 0 100 - FNC/PCR-dig. Jazwinska et al. 1
Australia 41 7 0 0 12 0 81 0 Merryweather-Clarke et al. 2000













Genotipos: H63D (H: histidina, D: ácido aspártico); C282Y (C: cisteína, Y: tirosina). No se han detectado las 
combinaciones DD/CY, DD/YY ni HD/YY. 
a H63D (%): frecuencia alélica en cromosomas sin la mutación C282Y. 
b Método: Método empleado en la detección de las mutaciones C282Y y H63D (PCR-dig.: PCR seguida de digestión 
enzimática, AS-PCR: PCR alelo específica, PCR-SSOP: PCR y hibridación con sonda oligonucleotida de secuencia 
específica, ASOH: Hibridación con oligonucleótido alelo específico, OLA: ensayo de oligonucleótido ligación, 
TaqMan: tecnología TaqMan, FNC: first nucleotide change method. 
c Solo se estudió la mutación C282Y y no la mutación H63D, por lo que no es posible obtener las frecuencias de cada 
uno de los genotipos. 
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En otros países del sur de Europa como España y Portugal la media de las frecuencia 
del genotipado C282/C282Y de los diferentes estudios publicados ronda el 80%, al igual que en 
Francia (Tabla 6). En Grecia solo existe un estudio con un número muy bajo de pacientes 
(n=10) y la frecuencia del genotipado C282Y/C282Y es de solo el 30% (Tabla 6). 
Otros países con población de origen europeo como EE.UU. o Australia también 
presentan un alto porcentaje de pacientes de HH homocigotos para la mutación C282Y (Tabla 
6). 
En las figuras 4 se puede observar que la HH sólo se ha detectado en poblaciones de 
origen europeo. La distribución de la mutación C282Y es similar a la de la enfermedad, 
mientras que la mutación H63D está más extendida, y está presente en muchas poblaciones en 
las que no se ha detectado HH (figura 7)(Merryweather-Clarke et al., 1997a). 
La mutación H63D está presente en un porcentaje significativamente más alto en 
cromosomas de pacientes con Hemocromatosis que no presentan la mutación de C282Y (Feder 
et al., 1996). En poblaciones del norte de Europa, el 74-100% de pacientes con Hemocromatosis 
que llevan una sola copia de la mutación de C282Y también presentan la mutación H63D, es 
decir que son heterocigotos compuestos (Beutler et al., 1996; Feder et al., 1996; Aguilar 
Martínez et al., 1997; Worwood et al., 1997; Cardoso et al., 1998; Nielsen et al., 1998; 
Miedzybrodzka et al., 1999). Considerando los cromosomas de los pacientes con HH que son 
normales en la posición 282, la media de la frecuencia alélica de la H63D es de un 38%, valor 
que es significativamente mayor que la frecuencia en controles europeos, 16% (Merryweather et 
al., 2000). Por consiguiente, la mutación H63D parece que aumenta el riesgo de desarrollar HH 
en los heterocigotos para la mutación C282Y (Risch, 1997) y por lo tanto el genotipo 
heterocigoto compuesto C282Y/H63D es otro de los genotipos de riesgo para desarrollar HH 
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7.2.-Estudios en la población general  
 
Las mutaciones C282Y y H63D han sido estudiadas en la población general para 
estimar sus frecuencias. Para ello se han utilizado muestras controles que principalmente 
proceden de donantes de sangre, pero también se han utilizado muestras de pacientes no 
relacionados con Hemocromatosis, esposos / esposas sanos de pacientes con HH y empleados 
de hospitales, laboratorios y otras compañías como muestras representativas de la población 
general. 
Hay que destacar que el síndrome de sobrecarga excesiva de hierro africano o Bantú 
siderosis no está asociado genéticamente con las mutaciones del gen HFE (McNamara et al., 
1998). Además es importante señalar que se ha demostrado que no existe una sobreestimación 
de la frecuencia de la mutación C282Y debida a la utilización del primer descrito por Feder y 
colaboradores en 1996 (ver 7.5.6). 
En las tablas 7 a 9 y las figuras 5 a 7 se describen las frecuencias alélicas de las 
mutaciones C282Y y H63D en varias poblaciones controles. 
 
7.2.1.-La mutación C282Y en la población general 
 
La mutación C282Y es muy frecuente en poblaciones del norte de Europa y en aquellas 
de descendencia norte-europea, teniendo una distribución similar a la observada en pacientes 
con HH (Merryweather-Clarke et al., 1997a). Esta alta frecuencia alélica de la mutación C282Y 
detectada en las poblaciones del norte de europea explica por qué la HH es el desorden 
autosómico recesivo más común que afecta a estas personas (Tabla 7 y Fig. 5). La frecuencia 
alélica poblacional más elevada publicada de la mutación C282Y ha sido de un 14% (Ryan et 
al., 1998) y se ha observado en Irlanda, con un promedio de los cinco estudios irlandeses 
citados en tabla 7 del 10,1%. El hecho de que sea la población irlandesa donde se ha encontrado 
la frecuencia alélica de C282Y más elevada ha dado origen a especular sobre un origen Celta de 
esta mutación (ver 6.3). Frecuencias alélicas de la mutación C282Y del 5 al 10,3% se han 
observado en Islandia, las Islas Faeroes, Noruega, Suecia, norte de Finlandia, Dinamarca, el 
Reino Unido, Bretaña, y Baviera, y en europeos que viven en Australia, Nueva Zelanda, 
Sudáfrica, y los Estados Unidos (excluyendo los Hispanos) (Tabla 7) (Merryweather-Clarke et 
al., 2000). 
Todas las otras poblaciones europeas estudiadas tienen una frecuencia alélica de la 
mutación C282Y de entre un l a un 5%, excepto en udmurts, búlgaros y turcos donde la 
mutación C282Y no se ha detectado (Tabla 7). Esto es consistente con la distribución de la HH 
ya que no hay ningún informe de HH en países del este de Europa (Porto and de Sousa, 2000). 
La baja frecuencia alélica de la C282Y descrita en la población de Groenlandia (2,3%) apoya la 
teoría de que los Inuitas son de origen asiático (Cavalli-Sforza et al., 1994). 
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País, región o población N HHCC HDCC DDCC HHCY HDCY HHYY alélica alélica
Groenlandia 200 86,5 9,0 0 4,5 0 0 4,5 2,3 Merryweather-Clarke et al., 1999b
Islandia 90 70,0 15,6 1,1 10,0 3,3 0,0 10,6 6,7 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Islandia 231 71,5 19,5 0,4 6,5 1,7 0,4 11,0 4,5 Merryweather-Clarke et al., 1999b
Total, Islandia 321 10,9 5,1
Finlandia (norte) 173 1,1 - 5,2 Beckman et al., 1997
Finlandia 38 76,3 23,7 0 0 0 0 11,8 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Finlandia (este) 1150 0,1 - 3,4 Tuomainen et al., 1999
Total, Finlandia 1361 11,8b 3,5
Saaremaa 96 0 - 2,1 Mikelsaar et al., 1999
Hiiumaa 96 0 - 1,6 Mikelsaar et al., 1999
Oeste Estonia 158 0 - 5,1 Mikelsaar et al., 1999
Sur-este Estonia 92 1,1 - 4,3 Mikelsaar et al., 1999
Total, Estonia 442 3,5
Islas Faeroe 187 69,5 18,2 3,2 6,4 1,6 1,1 13,1 5,1 Merryweather-Clarke et al., 1999b
Noruega 94 67,0 18,1 2,1 12,8 0 0 11,2 6,4 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Noruega 144 0 - 6,3 Bell et al., 1997
Noruega 505 0,4 - 7,8 Distante et al., 1999
Total, Noruega 743 11,2b 7,3
Suecia 206 1,5 - 7,5 Beckman et al., 1997
Suecia, Saamis 151 - 2,0 Beckman et al., 1997
Total, Sweden 357 - 5,2
Dinamarca 37 62,2 16,2 2,7 16,2 2,7 0 12,2 9,5 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Dinamarca 200 65,0 20,0 1,5 11,0 2,5 0 12,8 6,8 Steffensen et al., 1998
Dinamarca 219 72,6 12,3 0,0 13,7 0,0 1,4 6,2 8,2 Merryweather-Clarke et al., 1999b
Dinamarca 420 63,1 23,3 1,2 9,8 2,6 0,0 14,8 6,2 Simonsen et al., 1999
Total, Dinamarca 876 12,1 7,0
Irlanda 45 51,1 28,9 0,0 11,1 8,9 0,0 18,9 10,0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Irlanda 404 57,2 22,8 1,5 14,9 2,5 1,2 14,1 9,9 Murphy et al., 1998
Irlanda 109 46,8 21,1 3,7 24,7 3,7 0 17,9 14,0 Ryan et al., 1998
Irlanda 411 34,5 30,7 0,3 15,1 4,8 1,5 15,6b 10,9 Byrnes et al., 1999
Irlanda 150 68,6 18,7 0,7 10,7 1,3 0 10,7 6,0 Merryweather-Clarke et al., 2000
Total, Ireland 1119 14,7b 10,1
Paises Bajos 39 43,6 46,2 5,1 2,6 2,6 0 29,5 2,6 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Paises Bajos, Utrecht 555 7,2a 0,5 - 4,1 Roest et al., 1999
Total, Paises Bajos 594 29,5b 3,8
Escocia (nord-este) 188 - - - - - - 15,7 8,4 Miedzybrodzka et al., 1999
Islas Orkney 103 59,2 29,1 2,9 5,8 2,0 1,0 18,4 4,9 Merryweather-Clarke et al., 2000
Reino Unido, UK 368 67,7 20,9 0 7,6 3,3 0,5 12,1 6,0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Inglaterra (este) 200 - - - - - - - 8,5 Willis et al., 1997
Inglaterra (nord-este) 117 56,4 28,2 0,9 12,8 0,9 0,9 15,4 7,7 Grove et al., 1998
Reino Unido 330 56,7 22,4 1,2 16,1 3,3 0,3 14,1 10,0 Mullighan et al., 1998
Sur Gales 101 64,4 21,8 3,0 5,9 3,9 1,0 16,0 5,9 Worwood et al., 1997
Sur Gales 10556 58,2 23,6 2,4 12,7 2,4 0,7 15,3 8,2 Jackson et al., 1999
Gales 323 62,2 18,6 2,8 13,0 2,8 0,6 13,5 8,5 Merryweather-Clarke et al., 2000
Jersey 411 60,6 20,9 2,9 11,4 3,2 1,0 15,0 8,3 Merryweather-Clarke et al., 1998
Total, UK 12697 15,2b 8,1
Bretaña 139 66,9 23,7 3,6 3,6 2,2 0,0 16,5 2,9 Jouanolle et al., 1997
Bretaña (oeste) 254 53,9 25,6 2,4 13,8 3,5 0,8 16,9 9,4 Jézéquel et al., 1998
Bretaña 1000 87,5a 12,0a 0,5 - 6,3 Jouanolle et al., 1998
Bretaña 62 88,7a 11,3a 0 - 5,6 Mercier et al., 1998a
Bretaña 7000 85,0a 14,3a 0,7 16,8b 7,8 Merryweather-Clarke et al., 2000
Bretaña 410 60,0 24,4 0,7 12,2 2,2 0,5 14,0 7,7 Mura et al., 1999
Francia, Paris 126 57,1 31,0 4,0 7,9 0,0 0 19,4 4,0 Mercier et al., 1998b
Francia (norte), Amiens 991 61,0 26,4 2,7 6,8 2,9 0,2 17,4 5,0 Merryweather-Clarke et al., 2000
Sur Francia 60 63,3 25,0 5,0 5,0 1,7 0 18,3 3,3 Aguilar-Martinez et al., 1997
Sur Francia 95 64,2 23,2 4,2 8,4 0 0 15,7 4,2 Borot et al., 1997
Francia, Catalanes 166 95,8a 4,2a 0 - 2,1 Mercier et al., 1998a
Francia, Vascos 92 96,7a 3,3a 0 - 1,6 Mercier et al., 1998a
Total, Francia 10395 16,7b 7,1
Judios Ashkenazi 35 82,9 17,1 0,0 0,0 0,0 0 8,6 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Judios Ashkenazi 381 79,5 16,3 1,6 2,6 0,0 0 9,7 1,3 Beutler and Gelbart, 1997
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País, región o población N HHCC HDCC DDCC HHCY HDCY HHYY alélica alélica
Alemania 53 67,9 20,8 7,5 1,9 1,9 0 18,9 1,9 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Bavaria 62 66,1 22,6 0 11,3 0 0 11,3 5,6 Menyweather-Clarke et al., 1997a
Alemania 153 73,9 19,0 2,0 3,3 2,0 0 12,1 2,6 Gottschalk et al., 1998
Alemania (norte) 157 65,5 23,6 1,3 0 13,1 4,8 Nielsen et al., 1998
Total, Alemania 425 13,2 3,8
Republica Checa 139 - - - - - 0 - 5,0 Zdarsky et al., 1999
Austria 271 69,3 19,9 3,0 7,4 0,0 0,4 12,9 3,7 Datz et al., 1997
Hungría 277 67,9 19,1 1,8 9,4 1,8 0 12,3 5,6 Tordai et al., 1998
Hungría 994 - - - - - - - 3,4 Andrikovics et al., 1999
Hungría (este) 308 2,0 - 2,6 Szakony et al., 1999
Hungría, Rumanos 140 1,0 - 1,1 Szakony et al., 1999
Total, Hungría 1719 12,3b 3,4
Bulgaria 100 54,0 46,0 0 0 0 0 23,0 0 Ivanova et al., 1999
Mekhelta 108 81,5 14,8 0,9 2,8 0 0 8,3 1,4 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Udmurtia 46 71,7 26,1 2,2 0 0 0 15,2 0,0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Mordvinia 85 0 - 1,8 Beckman et al., 1997
Total, Rusos de Sud-europea 239 10,4b 1,3
Turquía 70 75,7 21,4 2,9 0 0 0 13,6 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Grecia 196 73,5 20,9 3,1 2,5 0 0 13,5 1,3 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Italia 139 75,5 20,9 1,4 2,2 0 0 11,9 1,1 Pipemo et al., 1998a
Italia 189 76,2 20,6 1,1 2,1 0 0 11,4 1,1 Longo et al., 1999
Italia 50 78,0 20,0 0,0 2,0 0 0 10,0 1,0 Carella et al., 1997
Italia (nord-este) 131 68,7 22,9 3,8 4,6 0 0 15,3 2,3 Borgna-Pignatti et al., 1998
Italia 91 75,8 20,9 2,2 1,1 0 0 12,6 0,5 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Italia 2100 72,8 21,5 2,5 3,1 0,1 0 13,3 1,6 Cassanelli et al., 2001
Total, Italia 2700 12,4 1,3
España, Vascos 28 50,0 25,0 17,9 7,1 0 0 30,4 3,6 Merryweather-Clarke et al., 1997a
España, Vascos 51 24,5 19,6 3,9 1,8 0 0 27,5 2,0 Baiget et al., 1998
España, Cataluña 50 52,0 36,0 4,0 2,0 4,0 0 24,0 3,0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
España, Cataluña 108 64,8 25,9 1,8 5,5 1,8 0 15,7 3,7 Baiget et al., 1998
España, gitanos 58 38,8 8,6 0,0 2,6 0,0 0 8,6 2,6 Baiget et al., 1998
España, Madrid 174 59,7 32,7 2,9 3,4 1,1 0 19,7 2,3 Moreno et al., 1999
España, Cantabria 213 0 - 4,4 Fabrega et al., 1999
Total, España 682 20,6b 3,2
Portugal 71 56,4 31,0 7,0 5,6 0 0 23,0 2,8 Porto et al., 1998








Genotipos: H63D (H: histidina, D: ácido aspártico); C282Y (C: cisteína, Y: tirosina). No se han detectado las 
combinaciones DD/CY, DD/YY ni HD/YY. 
a No se estudió la mutación H63D, solo la mutación C282Y, por lo que no es posible obtener las frecuencias de cada 
uno de los genotipados. 
b Frecuencias de H63D no disponibles para todos los individuos de esta muestra. 
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Tabla 8. Las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en la población inmigrante con mezcla de orígenes (europeo, 




País, región o población N HHCC HDCC DDCC HHCY HDCY HHYY alélica alélica
Australia 3011 11,9 2,2 0,5 - 7,3 Olynyk et al., 1999
Nueva Zelanda 1032 1,0 - 10,3 Takeuchi et al., 1997
Sud África, Caucasicos 102 59,8 23,5 0 13,7 1,0 2,0 12,3 9,3 de Villiers et al., 1999a
Sud África, miscegenos 156 83,3 12,2 1,3 2,6 0 0,6 7,4 1,9 de Villiers et al., 1999a
USA 156 - 32,7 - - 17,0 3,2c Feder et al., 1996
USA 193 58,0 23,3 3,6 14,0 1,0 0 15,8 7,5 Beutler et al., 1996
USA 142 62,7 19,7 2,8 10,6 3,5 0,7 14,4 6,0 Barton et al., 1997
USA, Nuevo Méjico 287 65,5 19,9 2,4 29,8 2,4 0 13,6 6,1 Garry et al., 1997
USA, Maine 1001 61,1 24,6 1,7 9,7 2,2 0,7 15,1 6,6 Bradley et al., 1998
USA, Alabama 176 60,3 15,4 3,4 13,1 6,8 0 14,5 9,9 Barton et al., 1999a
USA 100 63,0 24,0 4,0 1,0 16,0 5,0 Marshall et al., 1999
USA, Hispanos 100 82,0 14,0 1,0 2,0 1,0 0 8,5 1,5 Marshall et al., 1999
Total, USA Caucasicos 2155 14,7 6,3
USA, Americanos africanos 172 94,0 3,0 0 0 1,5 1,5 Monaghan et al., 1998
USA, Americanos africanos 56 94,5 3,5 0 0 1,8 1,0 Marshall et al., 1999
Total, Americanos africanos 228 1,6 1,4
Jamaica, origin africanos 90 93,4 4,4 0 2,2 0 0 2,2 1,1 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Méjico 54 87,0 13,0 0 0 0 0 6,5 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Méjico 153 85,0 11,8 0,6 2,0 0,6 0 6,2 1,3 Ruiz-Argüelles et al., 2001
Brazil, africanos 85 - - - - - - 7,5 1,1 Agostinho et al., 1999
Brazil, caucasicoa-amerindios 91 - - - - - - 9,8 1,1 Agostinho et al., 1999
Brazil, caucasicos 71 - - - - - - 16,3 1,4 Agostinho et al., 1999
Total, immigrantes de Brasil 247 - - - - - - 10,9 1,2









Genotipos: H63D (H: histidina, D: ácido aspártico); C282Y (C: cisteína, Y: tirosina). No se han detectado las 
combinaciones DD/CY, DD/YY ni HD/YY. 
a No se estudió la mutación H63D, solo la mutación C282Y, por lo que no es posible obtener las frecuencias de cada 
uno de los genotipados. 
b Frecuencias de H63D no disponibles para todos los individuos de esta muestra. 
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País, región o población N HHCC HDCC DDCC HHCY HDCY HHYY alélica alélica
África
Algeria, Mozabitos 95 82,1 17,9 0 0 0 0 8,9 0 Roth et al., 1997
Etiopia central 181 82,3 16,6 1,1 0 0 0 9,4 0 Roth et al., 1997
Kenia 78 97,4 2,6 0 0 0 0 1,3 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Nigeria 80 96,2 3,8 0 0 0 0 1,9 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Gambia 39 97,4 2,6 0 0 0 0 1,3 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Senegal 130 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Senegal 94 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Roth et al., 1997
Ghana 97 97,9 2,1 0 0 0 0 1,0 0 Jeffery et al., 19
Zambia 76 98,7 1,3 0 0 0 0 0,7 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Sud Africa 200 99,5 0 0 1,0 0 0 0 0,25 de Villiers et al., 1999a
Total, Africa 1070 2,8 0,05
Asia
Arabia Saudi 118 83,1 16,9 0 0 0 0 8,5 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Sri Lanka 109 82,6 16,5 0,9 0 0 0 9,2 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Sri Lanka 65 - - - - - - 10,8 0,8 Rochette et al., 1999
Total, Sri Lanka 174 9,8 0,3
India 99 0 0 0 - 0 Beckman et al., 1997
India/Pakistan 106 84,0 15,1 0,0 0,9 0 0 7,5 0,5 Merryweadier-Clarke et al., 1997a
Total, India 205 7,5b 0,3
Nepal 116 0 0 0 - 0 Cullen et al., 1998
Myanmar 137 94,2 5,8 0 0 0 0 2,9 0 Rochette et al., 1999
China 104 0 0 0 - 0 Beckman et al., 1997
China 596 0 - 0,2 Chang et al., 1997
Norte China 67 94,0 6,0 0 0 0 0 3,0 0 Cullen et al., 1998
Sur China 97 93,8 6,2 0 0 0 0 3,1 0 Cullen et al., 1998
China, Hong Kong 72 94,4 5,6 0 0 0 0 2,8 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Total, China 936 3,0
99
b 0,1
Taiwan, Aborígenes 80 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Japón 252 98,0 2,0 0 0 0 0 1,0 0 Sohda et al., 1999
Java 68 100a 0 0 0 0 Cullen et al., 1998
Indonesia 90 94,4 5,6 0 0 0 0 2,8 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Total, Asia 2176 3,9b 0,1
Australasia
Micronesia 106 0 0 0 - 0 Cullen et al., 1998
Papua Nueva Guinea 139 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Australia, Aborigenes 93 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Australia, Aborigenes-Cape York 93 89,0 7,7 1,1 2,2 0 0 5,0 1,1 Cullen et al., 1998
Australia, Aborigenes-Groote Eylandt 92 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Cullen et al., 1998
Vanuatu 90 98,9 1,1 0 0 0 0 0,6 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Melanesia 139 0 - 0,4 Cullen et al., 1998
Polinesia 169 0 - 0,9 Cullen et al., 1998
Total, Australasia 921 1,0b 0,3
America
Canada, indios Isla de Vancouver 37 94,6 2,7 0 2,7 0 0 1,4 1,4 Merryweather-Clarke  et al., 1997a
Columbia 47 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Merryweather-Clarke et al., 1997a
Brasil, Indios Parakana 75 100,0 0 0 0 0 0 0 0 Agostinho et al., 1999
Total, Indigenas Americanos 159 0,3 0,3











Genotipos: H63D (H: histidina, D:ácido aspártico); C282Y (C:cisteína, Y: tirosina). No se han detectado las 
combinaciones DD/CY, DD/YY ni HD/YY. 
a No se estudió la mutación H63D, solo la mutación C282Y, por lo que no es posible obtener las frecuencias de cada 
uno de los genotipados. 
b Frecuencias de H63D no disponibles para todos los individuos de esta muestra. 
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7.2.2.-La mutación H63D en la población general 
 
La mutación H63D tiene una distribución mucho más amplia que la mutación C282Y, 
con un alta frecuencia por toda Europa y una frecuencia moderadas en el norte de África, en el 
Medio Este, y en partes de Asia (Merryweather-Clarke et al., 1997a; Roth et al., 1997; Rochette 
et al., 1999).  
En todas las poblaciones europeas y en aquellas de descendencia europea, la mutación 
H63D es más frecuente que la C282Y (Tabla 7 y 8). La mutación H63D está presente en todas 
las poblaciones europeas estudiadas (Tabla 7). La frecuencia europea más baja descrita es de un 
4,5% observada en Groenlandia (Merryweather-Clarke et al., 1997a), al igual que la más baja de 
la mutación C282Y, los que demuestra un la naturaleza periférica de esta población europea 
(Cavalli-Sforza et al., 1994). Los Mekheltas y los judíos Ashkenazis son los otros únicos 
europeos con la frecuencia alélica de H63D por debajo del 10% (Beutler and Gelbart 1997; 
Merryweather-Clarke et al., 1997a), estas dos poblaciones son poblaciones reticentes al 
mestizaje, y han permaneciendo genéticamente distintas. La mayoría de las poblaciones 
europeas estudiadas tiene una frecuencia alélica de H63D de entre el 10% y el 20% (Tabla 7 y 
Fig. 6), y se han observado frecuencias mayores del 20% en Holanda, Bulgaria, España y 
Portugal (Merryweather-Clarke et al., 1997a; Baiget et al., 1998; Porto et al., 1998; Moreno et 
al., 1999). La H63D frecuencia alélica más alta reportada es del 30.4% en la población vasca 
(Merryweather- Clarke et al., 1997a) que es otra población periférica que se cree que se originó 




Figura 7. Frecuencia alélica de la mutación H63D en Asia, Africa y Australia (Merryweather-Clarke et al., 2000). 
 
Se ha observado una frecuencia alélica para la mutación H63D de entre el 8% y el 10% 
a lo largo del mediterráneo en el norte de África, Etiopía, y el Medio Este, (Tabla 9 y Fig. 7) 
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(Merryweather-Clarke et al., 1997a; Roth et al., 1997). Ésta disminuye considerablemente 
cuanto más se va hacia el este, oeste o sur de África siendo de un 0 a 1,9% en esas poblaciones 
estudiadas (Tabla 9). 
No existen muchos datos disponibles sobre la frecuencia alélica de H63D para la 
mayoría de las poblaciones asiáticas (Tabla 9). De aquéllas estudiadas, se ha observado que la 
frecuencia alélica más elevada de H63D en Asia se da en Asia del Sur, y es comparable con la 
descrita en África del Norte y el Medio Este (Merryweather-Clarke et al., 1997a; Rochette et 
al., 1999). Frecuencias alélicas de H63D bajas de entre 2,8% y el 3,1% se han descrito en 
birmanos, chinos e indonesios (Tabla 9) (Merryweather-Clarke et al., 1997a; Cullen et al., 
1998; Rochette et al., 1999). En japoneses, la frecuencia alélica de H63D es del 1% (Sohda et 
al., 1999), y la mutación no se detectó en 80 indígenas taiwaneses (Merryweather-Clarke et al., 
1997a). 
La presencia de la mutación H63D en población de Sri Lankan y china en haplotipos 
diferentes a los que la mutación está asociada en Europa sugieren que la mutación se ha 
originado más de una vez (Rochette et al., 1999; Cullen et al., 1998). 
La mutación H63D no se encuentra en la mayoría de las poblaciones austral-asiáticas 
testadas (Tabla 9), y se observó en cromosomas de aborígenes australianos siempre en 
asociación con el haplotipo europeo (Cullen et al., 1998), lo que indica que la presencia de la 
mutación es debida a la mezcla de la población aborigen con población de descendencia 
europea. La mutación H63D estaba también ausente, o presente en una frecuencia baja, en todas 
las poblaciones indígenas americanas estudiadas (Tabla 9).  
 
8.-El cribado genético de las mutaciones C282Y y H63D en la población general  
 
Actualmente se está realizando un intenso debate sobre la necesidad de realizar o no un 
cribado poblacional de la HH debido a su alta frecuencia en la población de origen europeo. La 
HH cumple las características establecidas por la OMS (Organización Mundial de la Salud) para 
un cribado poblacional. Los criterios establecidos por la OMS para un cribado poblacional de 
una determinada enfermedad son: 
1.-La enfermedad debe tener tratamiento 
2.-La enfermedad debe presentar un estado latente temprano asintomático donde poder 
determinar su existencia 
3.-Se debe conocer la historia de la enfermedad incluyéndose su desarrollo de estado 
asintomático a enfermedad declarada 
4.-Debe disponerse de un test de cribado fiable, es decir, el test usado en el diagnóstico 
de la enfermedad debe ser preciso. Así mismo debe ser posible la verificación de los 
resultados positivos y los resultados falsos negativos deben ser escasos 
5.-El test debe ser aceptado por la población 
6.-Debe saberse quién debe ser tratado 
7.-La detección de la enfermedad, y por tanto el cribado, debe ser coste-eficaz 
 
El tratamiento que se emplea en la HH, las flebotomías o sangrías, es un tratamiento 
barato que evita las complicaciones derivadas de un acúmulo excesivo de hierro en los órganos. 
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Además, esta sangre puede ser empleada en transfusiones a otras personas por lo que se genera 
un aporte adicional y siempre bien venido a las donaciones voluntarias de sangre. La sangre de 
los pacientes con HH se emplea en transfusiones en Noruega, Suecia, Sud-África y Canadá sin 
que se haya descrito ningún efecto adverso en los receptores de esta sangre. Acualmente en 
EE.UU. y debido a las recomendaciones de varios autores (Jeffrey and Adams, 1999), se 
comienza a utilizar la sangre de pacientes con HH en transfusiones.  
La HH es una enfermedad que cursa con un estado presintomático amplio, ya que las 
complicaciones no se dan hasta la 5ª o 6ª década de la vida del paciente. La sintomatología, el 
curso clínico y las complicaciones que conlleva la enfermedad son conocidos (ver II-1, página 
8). 
Respecto a la metodología a emplear, el cribado de la HH puede ser realizado mediante: 
un cribado fenotípico, un cribado fenotípico/genotípico o un cribado genotípico/fenotípico. El 
cribado fenotípico consiste en pruebas bioquímicas de sobrecarga de hierro (saturación de 
transferrina o UIBC y ferritina sérica), mientras que un cribado genotípico consiste en el análisis 
de la mutación C282Y del gen HFE. Cada uno de estos cribados presenta diferentes ventajas y 
desventajas resumidas en la tabla 10.  
Respecto a la aceptación del test por parte de la población tanto el cribado 
fenotípico/genotípico como el genotípico/fenotípico presentan una buena aceptación, sin 
embargo un cribado únicamente fenotípico donde se requiere una biopsia hepática presenta una 
menor aceptación en la población (Adams, 1999b). 
 
Tabla 10. Comparación de métodos de cribado poblacional de la HH (Adams, 1999b). 
 
                  Tipo de cribado 
   Fenotípico/ Genotípico/ 
  Fenotípico Genotípico Fenotípico 
Test inicial TS o UIBC TS o UIBC C282Y 
2º Test 2ª TS C282Y Ferritina 
  Ferritina   
Biopsia hepática sí no no 
Detección de todos los casos    
    de sobrecarga de hierro no no la mayoría 
Edad dependiente sí sí no 
Detección de deficiencia de hierro sí sí no 
Detección de HH sin     
    sobrecarga de hierro no no sí 
Coste del cribado + + +++ 
Aceptación del test + ++ ++ 
 
TS saturación de transferrina. UIBC unbound iron binding capacity 
 
Los estudios bioquímicos preceden la fecha del descubrimiento del gen HFE. La 
saturación de la transferrina (TS, %) da una indicación temprana de los incrementos de hierro 
acumulados (Edwards and Kushner, 1993), y se usa como prueba bioquímica inicial con 
preferencia a la determinación de la ferritina sérica. Actualmente existen una controversia 
acerca de que límite de saturación de transferrina debe ser usado para determinar a partir de 
cuando existe la posibilidad de desarrollar HH (45%, 50%, 55%, o mayor), ya que el valor 
empleado afectará la sensibilidad y especificidad del cribado. Así pues si tomamos un valor de 
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saturación de transferrina >45% se perderán menos individuos con posibilidad de desarrollar 
HH que si tomamos valores >50%, pero también habrá un gran número de estos individuos que 
no desarrollarán la enfermedad (falsos positivo), por otro lado si tomamos un valor de 
saturación de transferrina alto (>62%) el número de positivo falsos será pequeño, pero se 
perderían algunos individuos que desarrollarán HH. Esto se refleja en un estudio de 16.000 
individuos, en el que sólo el 10% de los 932 que tenían una saturación de transferrina >45% en 
el test inicial tuvieron un diagnóstico final de HH (Phatak et al., 1998).  
El análisis genético de las mutaciones del gen HFE como diagnóstico para la HH 
presenta una serie de ventajas respecto al cribado bioquímico. El diagnóstico genético permite 
distinguir con certeza a los heterocigotos de los homocigotos y en consecuencia permite 
esclarecer el curso evolutivo de las manifestaciones clínicas y estudiar (partiendo de grupos más 
homogéneos) los factores que influyen en la penetrancia de la enfermedad (Adams et al., 1994, 
Bulaj et al., 1996). El cribado de la población general o de los familiares de primer grado de 
pacientes mediante el diagnóstico genético permite el diagnóstico presintomático de la 
enfermedad incluso muchos años antes de la aparición de alteraciones bioquímicas detectables. 
El diagnóstico genético acorta la ruta del diagnóstico y evita la necesidad de realizar una biopsia 
hepática en aquellos individuos C282Y/C282Y con valores normales de aspartato transaminasa, 
sin hepatomegalia y con unos niveles de ferritina sérica inferiores a 1000 ng/mL (Guyader et al., 
1998). 
Sin embargo el análisis genético presenta todavía una cuestión sin resolver: la 
penetrancia de la mutación C282Y. Varios datos apuntan hacia una penetrancia incompleta del 
genotipado homocigoto de la mutación C282Y (ver sección II-6.1.1), por lo que no todo aquel 
que presente este genotipo desarrollará la enfermedad. Esto ha hecho que algunos expertos en el 
campo de la salud pública sean reticentes a un cribado poblacional hasta que exista más datos 
sobre la penetrancia de la enfermedad (Haddow and Bradley, 1999). Por otro lado, los médicos 
que ven casos irreversibles de la enfermedad debidos a un retraso en el diagnóstico defienden el 
cribado de la población y una mayor información a los médicos sobre la HH (Adams, 2000b). 
Uno de los problemas en la determinación de la penetrancia de la mutación C282Y es que no se 
sabe cuantos individuos con el genotipo C282Y/C282Y desarrollaran manifestaciones clínicas 
de la enfermedad, ya que ante una evidencia de elevación de los parámetros bioquímicos estos 
individuos son puestos en tratamiento. Existen estudios en los que se ha publicado que un 
17,3% de sujetos homocigotos para la mutación C282Y no expresan una sobrecarga de hierro 
suficientemente alta para entrar dentro del criterio de definición de la HH (Crawford et al., 
1998). Por lo general la penetrancia de la mutación C282Y ha sido calculada respecto a una 
expresión fenotípica a nivel bioquímico (elevación de saturación de transferrina más ferritina 
sérica). De esta forma y según los últimos grandes estudios publicados (Tabla 11) la penetrancia 
del genotipo C282Y/C282Y abarcaría de un 18,8% a un 88,4%. La gran variabilidad de este 
valor podría deberse a que la muestra poblacional no está restringida a la población de mayor 
edad que es donde la enfermedad se manifiesta.  
Los últimos datos que se ha publicado respecto a la penetrancia del genotipo 
C282Y/C282Y concluyen que menos del 1% de homocigotos para la mutación C282Y de la 
población general desarrollan manifestaciones clínicas de Hemocromatosis a pesar de que 
muchos presentan alteraciones bioquímicas (Beutler et al., 2002). 
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Los resultados de los últimos grandes estudios poblacionales de HH (Tabla 11) 
evidencian que las mutaciones en el gen HFE afectan los valores bioquímicos de hierro y los 
individuos con una o dos mutaciones C282Y presentan una concentración de hierro y una 
saturación de transferrina mayor que individuos sin las mutaciones. En estos estudios también 
se demuestra que la ferritina sérica está más elevada en individuos con el genotipado 
C282Y/C282Y respecto a los normales. 
Las estimaciones de la prevalencia de la HH previas al descubrimiento del gen se hacían 
basándose en la expresión fenotípica de la enfermedad. Con la caracterización del gen HFE se 
ha podido establecer la frecuencia de las mutaciones del gen y analizar su relación con los 
parámetros bioquímicos y la presencia o no de clínica en dichos individuos. Los resultados de 
los grandes estudios sobre HH donde se analiza las mutaciones del gen HFE y los parámetros 
bioquímicos se describen en la tabla 11. En estos estudios se puede apreciar que la prevalencia 
de la HH es menor que la del genotipado C282Y/C282Y. Las dos razones más probables de la 
discrepancia entre los estudios de prevalencia clínica y genética son: 1) una baja estimación 
(underdiagnosis) de la enfermedad y 2) una penetrancia incompleta del gen de la 
Hemocromatosis, es decir, una ausencia de sobrecarga de hierro en individuos con el genotipado 
C282Y/C282Y (Adams, 1999b). 
 
Tabla 11. Grandes estudios poblacionales sobre HH 
 
C282Y/C282Y 
Tipo de muestra País (región) Test Pruebas N (H, M) C282Y/C282Y BQ alta HH con BQ alta Referencia
Población general Nueva Zelanda G+BQ TS>55%, F, UIBC, 1064 1 en 213 1 en 133 1 en 355 37,5% Burt et al., 1998
(censo electoral) (Christchurch) C282Y, H63D, B (423, 641)
Población Australia G+BQ TS>45%, F, 3011 1 en 189 1 en 158 1 en 251 66,6% Olynyk et al., 1999
general (Busselton) C282Y, H63D1, B (1520, 1491)
Empleados USA G+BQ TS>50/60%, F1 1653 1 en 2422 1 en 551 1 en 330 33,3% McDonnell et al., 1999
compañía (Missouri) C282Y2,H63D2 (288, 1365)
Donantes Canada BQ, G UIBC, TS>45%, 5211 1 en 327 1 en 868 - 18,8% Adams et al., 2000
de sangre (Londres) F1, C282Y, H63D1 (2958, 2253)
Donantes Italia G+BQ TS>45%, F 2100 1 en 39003 - - - Cassanelli et al., 2001
de plaquetas (Modena) C282Y,H63D (1122, 975)
Donantes Sur Gales G+BQ TS, F, UIBC 10556 1 en 147 1 de 346 50% Jackson et al., 2001
de sangre C282Y,H63D (5066, 5470)
Población Noruega BQ, G 2TS>50/55%, F1 65238 1 en 1474 1 en 178 1 de 135 H/ 88,4% Asberg et al., 2001
general (Nord-Trondelag) C282Y1, H63D1, B (30509, 34729) 1 en 278 M
Prevalencia 
 
Test: BQ: Bioquímico, G: Genético. TS: saturación de transferrina, F: ferritina sérica, UIBC: unbound iron binding 
capacity, B: biopsia hepática. N: número de casos, H: Hombre, M: Mujer. BQ alta: Bioquímica alta = saturación de 
transferrina + Ferritina sérica elevada. HH: Hemocromatosis Hereditaria. 1 Prueba no realizada en todas las muestras. 
2 solo 1450 individuos fueron genotipados. 3 Frecuencia predicha. 4 Prevalencia estimada, solo se genotiparon 559 
muestras.  
 
A pesar de la existencia de personas con la mutación C282Y en homocigosis sin 
alteraciones bioquímicas, se ha descrito que el genotipado C282Y/C282Y confiere un alto 
riesgo de desarrollar una sobrecarga de hierro, y que un test solo bioquímico deja al margen 
algunos individuos con la mutación C282Y en homocigosis y sin alteraciones bioquímicas. 
Además la alta frecuencia y efectos de las mutaciones C282Y y H63D sugieren que ambas 
mutaciones son factores importantes del estatus del hierro en poblaciones de origen europeo. 
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También existe una controversia respecto al orden en el que se debe realizar la 
metodología de cribado: análisis bioquímico-genético (fenotipo/genotipo) o análisis genético-
bioquímico (genotipo/fenotipo). La realización de un análisis bioquímico seguido de uno 
genético presenta la desventaja de no identificar aquellos individuos homocigotos para la 
C282Y con valores normales bioquímicos y que posteriormente puedan desarrollar la 
enfermedad. Con el método alternativo, realizar un análisis genético-bioquímico, se detectan a 
todos los individuos con HH asociada al gen HFE. Las desventajas son el coste del test genético 
que excederían el coste de la determinación bioquímica más un genotipado selectivo y la 
imposibilidad de identificar causas raras no relacionadas con el gen HFE de sobrecarga de 
hierro. Cualquier que sea el método usado (bioquímico-genético o genético-bioquímico), existe 
un motivo para realizar ambas pruebas en la muestra de sangre inicial, la proporción de 
pacientes (20%) que no vuelve para repetirse el test cuando son llamados (McDonnell et al., 
1998).  
Ante de un cribado genético de la población de una determinada enfermedad existe la 
posibilidad de una discriminación social, sanitaria y/o laboral que deben ser evitada mediante la 
creación de leyes que prevengan este hecho. Sobretodo en Estados Unidos se ha levantado 
cuestiones de problemas éticos y de la obtención de un seguro médico debido a la realización 
del test genético y la identificación de homocigotos para la C282Y, particularmente si no tienen 
valores incrementados de acúmulo de hierro en el momento del diagnóstico. El resultado del test 
puede tener repercusiones negativas si se desea contratar un seguro de vida o médico (a pesar de 
ser beneficio para las compañías de seguros y los individuos tener esta información), y, quizás, 
también pudiera resultar en una discriminación en el trabajo (a pesar de la protección legal que 
existe al respecto). Actualmente, cualquier análisis genético realizado en individuos normales 
debe realizarse después de un consentimiento informado por escrito.  
Una importante cuestión a resolver delante de un cribado poblacional es qué población a 
qué edad se debe realizar el cribado. La HH es una enfermedad de origen europeo y es muy rara 
encontrarla en poblaciones no caucásicas. Por lo tanto basándose en estos datos es razonables 
restringir el cribado para la HH a la población de origen europeo (Europa, EE.UU., Canadá, 
Australia, Sud-África). Se ha propuesto que el cribado para la HH se podría realizar junto al los 
análisis neonatales que se llevan a cabo para la detección de la fenilcetonuria, aunque para la 
HH clásica no es crítico un análisis al nacer, ya que es muy raro que la HH de tipo 1 cause 
ninguna morbilidad antes de los 20 años, por lo que éste se podría realizar en edad adulta 
(Bacon, 2001). Es importante también evitar un colapso del sistema sanitario por la realización 
de campañas masivas de cribado de la enfermedad en las que las personas tengan que hacer cola 
frente a los hospitales, por lo que se ha sugerido que el análisis se podría realizar en los centros 
de salud propios de cada individuo (ambulatorios) aprovechando su visita por cualquier otro 
motivo y bajo la supervisión del médico de cabecera. 
Los principales factores que afectan al coste de un estudio de cribado poblacional son la 
prevalencia de la enfermedad, la penetrancia del gen y el coste del test inicial usado en el 
cribado. Una buena relación coste-eficacia respecto a un cribado poblacional se da cuando es 
más económico la detección de la enfermedad versus a su no detección. Por lo tanto en la 
decisión de realizar o no un cribado de la HH es importante saber la diferencia entre el coste de 
un paciente no tratado versus al coste del test utilizado para su diagnóstico. El coste que supone 
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los cuidados médicos necesarios en un individuo no diagnosticado comprende principalmente el 
coste del tratamiento de una cirrosis, pero también el de un carcinoma hepatocelular, la diabetes 
y un fallo cardíaco, que son otras posibles afectaciones. El análisis de los costes de un cribado 
poblacional para la HH ha predicho que existe un ahorro económico de un diagnóstico y 
tratamiento temprano de la enfermedad versus a los costes del cribado (estrategia dominante) 
(Adams, 1999b). 
Recientes datos han confirmado una buena relación coste-eficacia si se usa la 
determinación automatizada del UIBC como prueba inicial de cribado bioquímico (Adams et 
al., 2000; Hickman et al., 2000) o usando la metodología de hibridación por oligonucleótido 
alelo específico (Beutler and Gelbart, 2000). Aún en el supuesto del más bajo valor de 
penetrancia de la mutación C282Y (19%) se ha descrito que la detección de la enfermedad 
precozmente es coste-efectivo respecto al coste que conllevaría el tratamiento de las 
complicaciones de la enfermedad (Williamson et al., 2001). Solamente en Italia, donde se ha 
descrito una frecuencia de la mutación C282Y muy baja (2,1% ± 0,6), se ha concluido que el 
cribado de esta mutación en esta población mediante un método semiautomático (Tecnología 
TaqMan), no sería coste-efectivo (Restagno et al., 2000). Hay que tener en cuenta también que 
la tendencia actual de la ciencia a la automatización y el mayor uso de esta tecnología rebajará 
los precios de la detección genética de las mutaciones, lo que hará viable económicamente el 
cribado genético de enfermedades frecuentes como la HH. 
Otra cuestión que se apuntó en el debate sobre el cribado poblacional de la HH en el 
congreso Internacional BIOIRON 2001 realizado en Cairns, Australia, es que para muchas otras 
enfermedades como el cáncer de mama, cáncer de cervicales o cáncer de colon actualmente se 
están realizando un cribado poblacional mediante pruebas de diagnóstico (mamografías, 
biopsias cervicales y colonoscopías) que superan con creces el coste que supondría un cribado 
para la HH (Williamson et al., 2001).  
Actualmente y debido a la recomendación realizada por varias instituciones sanitarias, 
como el centro para el control de la enfermedad (CDC) de los Estados Unidos, ya se están 
llevando a cabo varios ensayos pilotos de cribado poblacional de las mutaciones C282Y y 
H63D del gen HFE para evaluar y esclarecer los problemas que se han plateado.  
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III.-Mecanismo de absorción del hierro 
 
 Como se ha expuesto en esta tesis la HH es una enfermedad involucrada en el 
metabolismo del hierro teniendo como principal gen responsable el gen HFE. El metabolismo 
del hierro y en general de los metales es un campo de investigación con profundas lagunas en el  
conocimiento detallado del mismo. Desde hace tiempo se conoce la existencia de algunas 
proteínas implicadas en el transporte y almacenaje del hierro como la transferrina y la ferritina, 
sin embargo el modo de absorción de los metales y la regulación de los mismos es un campo 
aún incipiente donde cada día se descubren nuevas proteínas involucradas en él. Con esta 
sección se pretende describir las proteínas involucradas en el metabolismo del hierro, 




El hierro es un componente esencial para los organismos debido a que es necesario para 
la actividad de muchas proteínas celulares. En los vertebrados, múltiples procesos fisiológicos 
incluyéndose el transporte de oxígeno, la respiración, la síntesis de DNA, la formación de 
neurotransmisores y hormonas, el metabolismo de xenobióticos y ciertos aspectos de la defensa 
contra microorganismos, requieren de proteínas que contienen hierro. Sin embargo el uso de 
hierro en los sistemas biológicos presenta dos inconvenientes: su baja solubilidad y su toxicidad 
en potencia ya que el hierro puede promover la formación de intermediarios del oxígenos 
altamente reactivos, como el radical hidroxilo y promover así la oxidación de los lípidos 
(lipoperoxidación), de las proteínas o de otros componentes celulares. Los organismos 
biológicos han desarrollado una serie de mecanismos que permiten adquirir y hacer uso del 
hierro reduciendo los efectos adversos de este micronutriente sobre la viabilidad celular. Uno de 
estos mecanismos consiste en la unión específica del hierro a proteínas que incrementan su 
solubilidad y reducen su toxicidad, además de ejercer un control sobre el metabolismo de este 
metal. 
Los mamíferos usan una combinación de mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales para controlar la abundancia de proteínas que modulan el transporte, la 
captación celular, y el destino metabólico del hierro.  
 En general, el hierro puede ser empleado de tres maneras distintas en la célula. Puede 
ser incorporado en proteínas que contienen hierro (en forma hemo o no hemo),  puede ser 
almacenado o puede ser exportado fuera de la célula. En el hígado y especialmente en el 
eritrocito, la mayor parte del hierro citoplasmático se utiliza para la síntesis del grupo hemo que 
posteriormente será incorporado en proteínas como la hemoglobina. En la mayoría de las células 
el enzima limitante para la formación del grupo hemo es el 5-aminolevulinato sintetasa o 
ALAS, la síntesis del cual está ligada a los niveles de hierro vía las IRPs (iron response 
proteins) (ver sección 2.14). En el almacenamiento del hierro la ferritina juega un papel 
primordial, y su regulación también está estrechamente ligada a los niveles celulares de hierro. 
En la exportación del hierro se han involucrado proteínas recientemente descubiertas como el 
exportador IREG1 y las oxidasas que contienen cobre ceruloplasmina (Cp) y hephaestin 
(HEPH) (ver secciones 2.8, 2.9 y 2.10). 
 58
  Introducción 
 El cuerpo humano masculino contiene de 3 a 5 gramos de hierro (normalmente menos 
en el femenino) y de esta cantidad dos terceras partes se encuentran en circulación en las células 
de la serie rojas formando parte de la hemoglobina y un 15-25% se encuentra almacenado como 
ferritina o hemosiderina. El resto del hierro, aproximadamente un 8% está en la mioglobina del 
músculo, en los citocromos y en los enzimas que contienen hierro (Harrison and Arosio, 1996). 
 Los principales órganos que acumulan hierro son el hígado (aproximadamente una 
tercera parte), el bazo y la médula ósea. El músculo es cuantitativamente importante debido a 
que constituye una gran masa, aunque la concentración total de hierro almacenado es baja (40 
mg/Kg). Solo 1 mg de hierro es absorbido por día en individuos sanos, este número representa 
solo un 10% del contenido de hierro de la comida; esta cantidad se regula dependiendo de la 
necesidad corporal de hierro, así pues en situación de déficit de hierro y en situaciones de 
incremento de la eritropoiesis se absorbe más hierro. En humanos los medios de excreción de 
hierro, a excepción de la menstruación, son limitados ya que no existe un mecanismo de 
excreción de este metal. La pérdida de hierro se debe principalmente a la descamación de las 
células intestinales y en menos proporción a excreciones en la orina y el sudor. Por lo tanto se 
precisa de un minucioso control que mantenga el equilibrio entre la entrada y la salida de hierro. 
Existen situaciones en las que se da una  absorción de hierro anormal como es el caso 
de los diferentes tipos de Hemocromatosis (ver sección I-2). En la mayoría de formas de 
sobrecarga de hierro, el hierro almacenado se deposita en las células de Kupffer y en otras 
células fagocíticas, pero en la Hemocromatosis existe una sobrecarga de hierro 
preferencialmente en las células parenquimales (los hepatocitos, en el caso del hígado). Ambos 
tipos de sobrecarga de hierro pueden ser movilizados ya sea por flebotomías en el caso de la HH 
o por tratamiento con agentes quelantes de hierro como es el caso de las anemias con sobrecarga 
de hierro. En situaciones de deficiencia de hierro las reservas de hierro están disminuidas o 
pueden estar totalmente ausentes. 
 
2.-Proteínas implicadas en el metabolismo del hierro 
 
2.1.-La proteína hfe.  
 
2.1.1.-Estructura de la proteína hfe 
 
El gen HFE tiene un marco de lectura abierto de 1029 nucleótidos y codifica para una 
proteína de 343 aminoácidos muy homóloga a las moléculas no-clásicas del complejo de 
Histocompatibilidad de clase I o MHC I. La proteína está organizada en tres dominios 
extracelulares (α1, α2 y α3), un dominio transmembrana y una cola citoplasmática corta. 
Presenta 4 cisteínas muy conservadas que forman 2 puentes disulfuros intracelulares, uno en el 
dominio α2 y otro en el dominio α3 (Fig. 8). Estos puentes disulfuros son esenciales para el 
correcto plegamiento de la proteína, para la interacción no covalente con la proteína β2-
microglobulina y para la localización  en la superficie celular de la proteína (Feder et al., 1997; 
Waheed et al., 1997).  
A diferencia de las proteínas del MHC I la proteína hfe presenta un surco más estrecho 
entre los dominios α1 y α2 por lo que se ha hipotetizado que este hecho hace que la proteína sea 
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incapaz de presentar antígenos tal y como lo hacen las moléculas del HLA. Así pues, la proteína 
hfe no tendría esta función inmunológica. Debido a estas diferencias la molécula del HFE se ha 
clasificado como molécula del MHC de clase I no clásica grupo en el que también se encuentran 
las moléculas RcFn, HLA-G y HLA-F. 
La estructura de la proteína HFE ha sido realizada de acuerdo con su similitud a la 
estructura de las proteínas del MHC de clase I (Fig. 8). La mutación C282Y se encuentra en el 
dominio α3, dominio implicado en la unión con la proteína β2M mientras que la mutación 




Figura 8. Modelo de la proteína HFE (Feder et al., 1996) 
 
La proteína hfe fue cristalizada en 1998 con una resolución de 2.6 Å (Lebrón et al. 
1998). En este estudio también se caracterizó su interacción con el TFR describiéndose una 
estoiquiometría TRF:HFE de 2:1, diferente de la del complejo TFR:TF que es 2:2 y compatible 
con la posibilidad de la formación de un complejo ternario entre la proteínas hfe, la transferrina 
y el TFR. También se han obtenido cristales de la proteína HFE asociada al TFR lo que ha 
permitido precisar el sitio de unión de la proteína hfe al TFR, que es la porción C-terminal del 
domino en hélice α1 y el asa o loop adyacente (Lebrón et al., 1999). 
 
2.1.2.-Función y localización de la proteína hfe 
 
Un año después del descubrimiento del gen HFE y la mutación C282Y, dos 
publicaciones confirmaron la predicción de que la mutación C282Y pudiera romper un puente 
disulfuro crítico en el dominio α 3 de la proteína hfe, evitándose de esta forma la unión de la 
proteína hfe con la proteína β2microglobulina (β2M) y el transporte a la superficie celular de 
este complejo hfe-β2microglobulina (Feder et al., 1997; Waheed et al., 1997). La proteína no 
mutada o la proteína con la mutación H63D sí se asociaban con la proteína β2microglobulina y 
es transportada a la membrana. Datos inmunológicos y bioquímicos demostraron que la proteína 
HFE con la mutación C282Y se retenía en el retículo endoplasmático y en los compartimentos 
del aparato de Golgi, la proteína no era procesada en el aparato de Golgi tardío y era degradada 
con mayor rapidez (Waheed et al., 1997). 
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Estudios funcionales y cristalográficos demuestran que la proteína HFE interacciona 
con el receptor de transferrina clásico (TFR) en la superficie celular y compite con la 
transferrina (TF) en la unión al receptor de transferrina (Parkkila et al., 1997a; Feder et al., 
1998; Lebrón et al., 1998; Lebrón and Bjorkman 1999; Lebrón et al. 1999). Estudios de 
sobreexpresión del gen HFE demuestran que la proteína hfe interfiere con el proceso de 
transporte de hierro del endosoma al citoplasma, ya sea a nivel de la acidificación de los 
endosomas, la reducción del Fe 3+ o en el transporte a través de la membrana del endosoma del 
Fe 2+ (Arredondo et al., 2001). Por lo tanto la función normal del gen HFE es la de disminuir la 
entrada de hierro al citoplasma celular, actuando a dos niveles: a nivel de la membrana 
plasmática inhibiendo la captación de este metal a través de la vía TFR-TF y a nivel endosomal 
bloqueando el transporte de hierro al citoplasma.  
La mutación C282Y bloquearía la llegada de la proteína hfe a la membrana y por lo 
tanto su interacción con el TFR, mientras que la mutación H63D afectaría a la competencia 
entre el HFE y la TF por el TFR, lo que resultaría en una entrada incrementada del hierro en los 
tejidos que contribuiría a la formación de los depósitos de hierro. De esta manera se da una 
explicación molecular a las mutaciones presentes en los pacientes con HH (Feder et al., 1998). 
A pesar de que la relación entre el TFR y HFE es la primera evidencia de implicación 
del gen HFE en el metabolismo del hierro, la disminución de la afinidad del TFR por la TF que 
produce el gen HFE no explica el incremento de la absorción intestinal de hierro que se 
encuentra en los pacientes de HH, ya que el TFR solo se expresa en la región basal y no apical 
de los enterocitos (Arredondo et al., 2001). Varias hipótesis se barajan sobre el papel de la 
proteína hfe en la absorción intestinal del hierro (ver sección 5). 
La sobreexpresión del gen HFE en células de epitelio intestinal Caco-2 y células HeLa 
disminuye el contenido intracelular de hierro y la absorción apical de hierro (Roy et al., 1999; 
Corsi et al., 1999; Riedel et al., 1999), pero esta disminución en la absorción apical del hierro 
no es debida a un descenso de la expresión del transportador DMT1 (ver 2.6), ya que la proteína 
DMT1 se encuentra incrementada (Arredondo et al., 2001). Al contrario que en las células 
Caco-2 o HeLa, se ha reportado que en monocitos y macrófagos la sobreexpresión del gen HFE 
induce un incremento en la captación de hierro ligado a TF (Montosi et al., 2000), por lo tanto 
el metabolismo del hierro es diferente en el enterocito y los macrófagos y el gen DMT1 podría 
actuar de diferente manera en ambos sistemas. 
La disminución en la captación del hierro unido a la TF hallada en las células HeLa con 
sobreexpresión de HFE produce un aumento en la captación del hierro no unido a TF (Corsi et 
al., 1999), pero aún no se sabe que mecanismos moleculares son responsables de este efecto.  
 
Estudios inmunohistoquímicos han revelado que la proteína hfe se expresa solo en 
ciertas células del tracto alimentario humano (las células de la cripta del duodeno) con una 
localización única intracelular y perinuclear, totalmente diferente a la localización de membrana 
que tendría en los demás tejidos (Parkkila et al., 1997b). Mediante Northern blot y RT-PCR se 
ha detectado que el mRNA de HFE se expresa constitutivamente y a unos niveles muy bajos en 
todos los tejidos testados, siendo mayoritaria su expresión en hígado (Feder et al., 1996; Rhodes 
et al., 1999). 
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2.1.3.-El gen HFE en ratón 
 
Un año antes de que Feder y colaboradores descubrieran el gen HFE, en 1995, 
Hashimoto y colaboradores identificaron sin saberlo y mientras buscaba genes homólogos al 
MHC de clase I humano en ratón, el gen homólogo del HFE en ratón que denominaron MR2 
(Hashimoto et al. 1995). El gen homólogo en ratón presenta una similitud de aproximadamente 
un 66% en secuencia y se expresa en todos los tejidos analizados (corazón, cerebro, bazo, 
pulmón, hígado, músculo, riñón, testículo) (Hashimoto et al. 1997). El gen MR2 presenta 8 
aminoácidos extra entre el dominio α-1 y α-2 procedentes de la creación adicional de secuencia 
codificante a partir del intrón. Los autores demostraron que mientras que el gen en humanos se 
localiza telomérico a la región del MHC en el cromosoma 6, el gen homólogo en ratón estaba 
translocado desde la posición sinténica telomérica del MHC del cromosoma 17 de ratón al 




 La proteína β2M consta de una cadena polipeptídica de peso molecular 11.600 Da. 
Presenta homología con la secuencia de las inmunoglobulinas y es el componente de bajo peso 
molecular de los antígenos HLA. La β2M es esencial para la expresión de los HLA. Líneas 
celulares como la de melanoma humana FO-1, la línea celular Burkitt linfoma y líneas celulares 
colorectales no expresan los antígenos del HLA de clase I debido a delecciones del gen β2M. La 
ausencia de la expresión de los antígenos HLA de clase I de las líneas celulares se ha propuesto 
como uno de los mecanismo de escape del reconocimiento del sistema inmune por las células 
citotóxicas T (OMIM 109700). 
 La proteína HFE responsable de la HH se asocia también a la proteína β2M y su 
expresión en membrana también dependiente de su asociación con la proteína β2M (Waheed et 
al., 1997). 
 De Sousa y colaboradores (1994) describieron una distribución tisular de hierro en 
ratones heterocigotos y homocigotos para el KO del gen β2M comparable a nivel histológico y 
cuantitativo con la presente en la HH. Además los ratones KO homocigotos presentaban una 
sobrecarga progresiva de hierro hepática indistinguible de la observada en la HH humana. 
 
2.3.-Ferritina H y Ferritina L 
 
 La ferritina es una cavidad proteica compuesta por 24 cadenas polipeptídica de dos 
tipos de subunidades (H y L) capaz de almacenar hasta 4.500 átomos de Fe(III). La ferritina 
tiene un diámetro exterior de 12-13 nm y interior de 7-8 nm y un peso de aproximadamente 
500.000 Da. La ferritina está presente en todas las especies y su estructura tridimensional está 
muy conservada. Su habilidad para secuestrar hierro le confiere una función dual de proteína 
destoxificadora de hierro y de reserva de hierro (Harrison and Arosio, 1996). 
Existe tanto la forma de heteropolímeros de subunidades de ferritina (H y L) como los 
homopolímeros de subunidades (H o L). La secuencia de la subunidad H y L presentan 
aproximadamente un 45% de identidad. Las dos subunidades que componen la ferritina 
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presentan diferentes papeles en el metabolismo del hierro. La H-ferritina es una ferroxidasa y su 
actividad promueve una rápida incorporación del hierro en ferritinas ricas en esta subunidad. La 
forma rica en subunidades L captan hierro más lentamente, pero parece ser que la acumulación 
de hierro es a más largo término. Por lo tanto, en general, los tejidos que almacenan hierro como 
el hígado y el bazo presentan ferritinas ricas en la forma L y estas ferritinas normalmente 
presentan un relativamente alto contenido de hierro (1500 átomos de Fe/ molécula o más) 
(Harrison and Arosio, 1996).  
 La producción de ferritina está directamente ligada al estatus celular de hierro, a través 
de cambios en la traducción de los mRNAs de las formas H y L vía la interacción de las IRPs 
(iron response proteins) con el elemento IRE (iron response element) presente en el 5’ del 
mRNA de ambas formas (ver 2.13). Esta interacción permiten una rápida respuesta en las 
situaciones de exceso o deficiencia de hierro celular. Cuando la síntesis de ferritina es activada 
la proporción de cada una de las dos subunidades dependerá de la abundancia relativa de cada 
mRNA, que varia dependiendo del tejido o tipo celular; así pues la subunidad H toma este 
nombre debido a que en el corazón (Heart) es más abundante, mientras que la subunidad L es 
más abundante en hígado (Liver). También existe un control a nivel transcripcional de ambos 
gene que codifican para la subunidad H y L. Se ha descrito que varias hormonas, como el TNF-
α (tumor necrosis factor alfa), la tirotropina, la hormona tiroidea y la insulina y que los 
oncogenes E1A y c-myc afectan a la transcripción de la ferritina H (Eisenstein RS, 2000). 
 Aunque en los vertebrados la ferritina se localiza principalmente en el citoplasma, bajas 
concentraciones (123 ng/ml en hombres, 56 ng/ml en mujeres) están presentes en el plasma. La 
forma de ferritina detectable en plasma no presenta subunidades de tipo H y es pobre en hierro. 
Se han descrito receptores de ferritina sérica en células del hígado, linfocitos, eritroblastos, 
adipositos y en diferentes líneas celulares (Harrison and Arosio, 1996). 
Tanto en humanos como en otros mamíferos se han identificado múltiples copias de los 
genes de la forma H y L de las ferritinas, la mayoría corresponden a pseudogenes sin intrones. 
En el hombre existen alrededor de 16 copias del gen H-ferritina y 5 de la L-ferritina (Craggs et 
al., 1985; McGill et al., 1987). Las copias funcionales de los genes de la H y la L-ferritina se 
localizan en 11q23 y en el cromosoma 19, respectivamente. Ambos genes presentan 3 intrones.  
Recientemente se ha descrito la existencia de una ferritina mitocondrial codificada por 
un gen de copia única sin intrones y localizada en 5q23.1. Esta nueva forma de ferritina tiene 
actividad ferroxidasa y su mRNA no presenta el IRE (iron response element) existente en el 5’ 
del mRNA de las formas H y L. Este gen se expresaría en testículo y células eritroideas y sus 
niveles están muy aumentados en los sideroblastos de pacientes con anemia sideroblástica (Levi 
et al., 2001). 
Los ratones KO para el gen de la ferritina H mueren en útero pero los ratones 
heterocigotos se ha propuesto como modelos animales del desorden del metabolismo del hierro 




En condiciones normales la ferritina es la principal proteína que almacena hierro, pero 
en enfermedades de sobrecarga de hierro la hemosiderina es la proteína predominante, este es el 
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caso de la HH que presenta depósitos de hemosiderina en los hepatocitos del hígado y otras 
células parenquimales de otros tejidos debido a una anormalmente incrementada absorción de 
hierro por el intestino.  
La hemosiderina es un producto de degradación de la ferritina y a diferencia de la 
ferritina que es soluble, la hemosiderina es insoluble. Bajo el microscopio electrónico la 
hemosiderina se ve como agrupaciones masivas e irregulares de partículas densas encerradas en 
membranas que se cree que son lisosomas secundarios y que reciben en nombre de siderosomas. 
Las formas de hemosiderina presenten en la Hemocromatosis primaria y la Hemocromatosis 
secundaria son diferentes. La hemosiderina presente en la Hemocromatosis primaria o HH 
contiene un péptido mayoritario de 20kDa y un núcleo amorfo de óxido férrico, mientras que la 
hemosiderina presente en Hemocromatosis secundarias contiene mayoritariamente un péptido 
de 15 KDa y un núcleo de hierro estructurado tipo goetita, a diferencia de la ferritina que 
presenta un núcleo de hierro estructural tipo ferrihidrita. Se ha postulado que en la 
Hemocromatosis secundaria el hierro de la ferritina sería parcialmente solubilizado en los 
lisosomas lo que permitiría su reprecipitación para formar la estructura menos tóxica tipo 
goetita. En Hemocromatosis primaria o HH la rápida incorporación de hierro induciría una 
rápida precipitación de hierro intracelular con una formación de núcleos de hierro caótica 




 La transferrina (TF) es una glicoproteína con una masa molecular aproximada de 
76.500 Da y  su cadena polipeptídica la componen 679 aminoácidos. La transferrina se originó 
como consecuencia de una duplicación intragénica de un gen ancestral, esta duplicación 
condujo a la presencia de dominios N y C terminales homólogos, cada uno de los cuales une un 
ión de hierro férrico (Fe+3). Por lo tanto, la TF puede unir dos átomos de hierro como máximo. 
Normalmente un tercio de los sitios de unión de hierro están saturados de hierro en el suero, con 
la apo forma presente para evitar la acumulación de hierro libre (OMIM 190000). 
La TF del plasma contiene 3 mg de hierro, pero el intercambio diario de hierro a través 
de la TF es 10 veces esta cantidad, por lo tanto la TF es el principal medio de transporte de 
hierro (en forma no hemo) entre órganos.  
La transferrina transporta hierro desde el intestino, el sistema reticuloendotelial y las 
células parenquimales del hígado a todas las células proliferentes del organismo. La TF acepta 
hierro procedente de las células reticuloendoteliales (22 mg diarios procedentes de la 
destrucción de las células rojas), de tejidos parenquimales (7 mg/día), de las células de la 
mucosa intestinal (1mg/día) y lo entrega a los eritoides de la médula (22 mg/día) y otros tejidos 
para la síntesis de proteínas que contienen hierro y para su almacenamiento (Harrison and 
Arosio, 1996). La captación celular de hierro unido a TF se realiza a través de endocitosis 
mediada por receptor tal y como se explica en el siguiente apartado. 
 La expresión de la TF está influenciada por múltiples factores,  y la abundancia de la TF 
sérica está inversamente relacionada al estatus corporal de hierro. En situación de deficiencia de 
hierro, la transcripción del gen de la TF se incrementa de 2 a 3 veces en el hígado, que es el 
 64
  Introducción 
principal órgano de síntesis de la TF. Cuando los niveles de hierro son altos se reduce la 
traducción del mRNA de la TF. 
 
2.4.-Receptor de transferrina clásico (TFR) 
  
 El TFR es una proteína de aproximadamente 95.000 Da que forma homodímeros y es 
capaz de unir dos moléculas de transferrina (TF). A pH extracelular la TF diférrica se une al 
TFR, el complejo TF-TFR es internalizado por endocitosis mediada por receptor y en el 
compartimento endosomal donde el pH es ácido el hierro se libera de la TF y es bombeado al 
citoplasma, posiblemente por la proteína DMT1 (ver 2.6) (Fleming et al., 1998). El complejo 
apo-TF-TFR se recicla a membrana donde a pH extracelular la apo-TF se disocia del TFR y 
puede captar de nuevo hierro del plasma. 
 El TFR se encuentra en la mayoría pero no en todos los tipos celulares del organismo.  
El número de TFR presentes en la superficie celular es proporcional a la captación de hierro, 
además la deficiencia de hierro induce la expresión del TFR. La función del TFR puede ser 
afectada por otras proteínas como el SFT y el HFE. El SFT estimula la captación de hierro vía 
TF y vía no-TF, mientras que el HFE reduciría la captación de hierro unido a TF. La vía por la 
que el hierro modula la síntesis del TFR es mediante alteraciones en la estabilidad del mRNA a 
través de la interacción de los IREs presentes en el 3’ del mRNA del TFR y las IRPs, esta vía de 
regulación es la principal en condiciones de deficiencia de hierro (ver 2.13). También existe 
cierto grado de modulación transcripcional del gen TFR, aunque este tipo de regulación es más 
importante en células eritropoiéticas. La transcripción del gen TFR está también influenciada 
por el crecimiento celular (OMIM 190010). 
 La inactivación del gen TFR implica serias consecuencias en el desarrollo del eritrocito 
y del sistema nervioso (Levy et al., 1999a) 
 
2.5.-Receptor de transferrina 2 (TFR2) 
 
 Al intentar aislar genes codificantes para un nuevo factor de transcripción de una 
genoteca de cDNA de leucemia eritroidea (TF-1) Kawabata y colaboradores clonaron un 
fragmento de 831 pb de cDNA humano con homología a nivel de aminoácido con el receptor de 
transferrina clásico (Kawabata et al., 1999). Mediante 5’ y 3’ RACE clonaron el cDNA 
completo (2,9 kb) que fue denominado TFR2. Dos tránscritos fueron identificados uno de 2,9 kb 
llamado α y otro de 2,5 kb llamado β y clonado a partir de una genoteca de cDNA de leucemia 
mielocítica. La forma α consiste en una proteína transmembrana de tipo II de 801 aminoácidos 
con un 45 % de identidad y un 66% de similaridad en su dominio extracelular con el TFR 
clásico. La forma β resultaría de un splicing diferencial o de la utilización de un promotor 
alternativo; esta forma no presenta el extremo amino-terminal de la forma α incluyéndose el 
posible dominio transmembrana. Mediante Northern blot se detectó expresión de la forma α en 
hígado y en la línea celular eritromegacariocítica K562, mientras que por RT-PCR se detectó 
expresión de la forma α en hígado, bazo, pulmón, músculo, próstata, células mononucleares de 
sangre periférica. Respecto a la forma β no se detectó expresión mediante Northern blot pero sí 
mediante RT-PCR en todos los tejidos analizados (Kawabata et al., 1999).. 
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La expresión de la forma humana del TFR2 se une a holotransferrina y confiere 
transporte de hierro mediado por transferrina en una línea celular de ovario de hámster Chino 
que no presenta TFR endógeno. Los autores concluyeron que TFR2-α podría ser un receptor de 
transferrina secundario que podría intervenir en el transporte celular de hierro. El TFR2-α 
contiene 18 exones, la forma β no presenta los exones del 1 al 3 y presenta 142 bases 
adicionales en el extremo 5’ del exón 4. El TFR2 se localiza en 7q22. 
La mayoría de la entrada de hierro al hígado es mediada por transferrina en condiciones 
normales. La expresión del TFR clásico en hepatocitos y en otras células no-reticuloendoteliales 
está regulada de forma negativa en respuesta a un incremento intracelular de hierro, por lo que 
no se detecta expresión del TFR clásico en el hígado de enfermos de Hemocromatosis 
Hereditaria con sobrecarga de hierro hepática. No obstante, la carga hepática de hierro en estos 
pacientes es progresiva y no se detiene. A diferencia del TFR clásico, el tránscrito del TFR2 se 
expresaba altamente en hepatocitos y no está regulado por el estado tisular de hierro ni su 
expresión disminuye en ratones modelos para la Hemocromatosis Hereditaria (Kawabata et al., 
1999). Así pues se ha propuesto que el TFR2 continúa mediando la entrada de hierro unido a 
transferrina en el hígado después de que se produzca la regulación negativa del TFR clásico. De 
esta manera se puede explicar el progresivo incremento de hierro que se produce en el hígado de 
los enfermos de Hemocromatosis Hereditaria. 
El TFR2 presenta una alta expresión en hígado y une TF, aunque con una afinidad de 
unión mucho menor que la del TFR clásico (Kawabata et al., 2000; West et al., 2000). A 
diferencia del TFR clásico, que se ha descrito que interacciona con la proteína HFE, existe 
estudios contradictorios sobre si el TFR2 se asocia o no con el HFE (West et al., 2000, Griffiths 
and Cox, 2001). 
Hasta la fecha se ha descrito cuatro mutaciones (Y250X, insC, M174K, ∆AVAQ) en 




 La proteína Nramp2/DMT1/DCT1 se descubrió mediante un sistema de clonaje y 
expresión en oocitos de Xenopus usado para la identificación de proteínas capaces de transportar 
metales iónicos (Gunshin et al., 1997). Esta proteína es homóloga a la proteína Nramp1, que es 
una proteína asociada a la resistencia a la infección por parásitos intracelulares.  
Mutaciones en el gen Nramp2 han sido implicadas como causa de la anemia microcítica 
en ratones mk/mk, estos ratones presentan defectos en la absorción intestinal del hierro y en la 
entrada del hierro en las células rojas. La mutación causante de este fenotipo es la G185R en 
estado homocigoto del gen Nramp2 (Fleming et al., 1997). Esta misma mutación es la causa de 
la deficiencia de hierro que presentan las ratas anémicas Belgrado, que son deficientes en el 
paso del hierro del endosoma al citoplasma del eritroblasto (Fleming et al., 1998). Por 
mutagénesis dirigida del gen murino DMT1 se ha confirmado que la mutación G185R hace que 
se pierda la función de transportador de hierro de la proteína DMT1(Su et al., 1998).  
La existencia de esta mutación en el gen Nramp2 de ratones mk/mk y ratas Belgrado así 
como el hecho de que mientras que el ratón KO para el gen HFE presenta un fenotipo de 
sobrecarga severa de hierro, el doble KO HFE/DMT1 no sobreacumula hierro (Levy et al., 
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2000), son evidencias que indican que el gen DMT1 es el principal transportador apical de 
hierro del enterocito duodenal. A parte de ser el importador de hierro del lumen al citoplasma 
del enterocito, la proteína DMT1 podría también actuar como exportador de hierro desde el 
endosoma al citoplasma (Andrews et al., 1999). 
En un principio se identificaron dos formas de mRNA del gen DMT1 producidas por 
splicing diferencial del 3’ UTR, una de estas formas presenta un IRE (iron response element) 
que permite la regulación de la traducción del mRNA dependiendo de los niveles del hierro 
celular, vía IRPs (ver 2.13) (Gunshin et al., 1997). Recientemente se ha descrito que también 
existe splicing en el 5’ del gen, por lo que son 4 los tránscritos posibles del gen DMT1 (Ex1A-
IRE, Ex1A-nonIRE, Ex1B-IRE y Ex1B-nonIRE) (Hubert and Hentze, 2001). Los diferentes 
tránscritos tienen una expresión diferente según el tejido, siendo la forma Ex1A-IRE la que se 
expresa mayormente en duodeno y por lo tanto la que debe ser regulada mayoritariamente por 
los niveles de hierro tanto a nivel transcripcional como traduccional (Hubert and Hentze, 2001). 
La proteína DMT1 se ha localizado mediante técnicas de inmunolocalización en la 
barrera apical o brush border del enterocito en rata deficientes de hierro (Trinder et al., 2000) y 
en el duodeno humano (Griffiths et al., 2000).  
 
2.7.-IREG1/ferroportina 1 (FPN1)/MTP1/SLC11A3 
 
La captación férrica del lumen intestinal a través de la superficie apical del enterocito 
duodenal polarizado se realiza a través del transportador de metal de divalente, DMT1. Varios 
grupos identificaron un segundo transportador involucrado en exportar hierro a través de la 
superficie basolateral del enterocito a la circulación (Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000; 
Abboud and Haile, 2000). Donovan y colaboradores identificaron mediante clonación 
posicional el gen responsable de la anemia hipocrómica del pez cebra mutante 'weissherbst.' El 
gen, que llamaron ferroportina-1 (FPN1), codifica para una proteína con múltiples dominios 
transmembranas y se expresaba en el saco yolk del pez cebra, por lo que era un buen candidato 
para ser exportador de hierro. Este grupo también aisló los cDNAs humanos y de ratón por RT-
PCR de hígado y placenta. Mediante una estrategia de clonaje y análisis por PCR otro grupo 
aisló el mismo cDNA en ratón y humano, llamándolo gen IREG1 (iron-regulated transporter 1) 
(McKie et al., 2000). 
Por Northern blot se observó que el nivel más alto de expresión se daba en placenta, 
hígado, bazo, y riñón. En el ratón, los eritroblastos primarios no expresan FPN1, pero las células 
del trofoblasto de la placenta interna expresan niveles muy elevados de ferroportina-1. Ambos 
grupos verificaron que el gen FPN-1 funcionaba como un exportador de hierro ferroso (Fe+2) al 
ser expresado en el oocitos de Xenopus (Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000). 
La proteína FPN1 humana es una proteína de 571 aminoácidos con 10 dominios 
transmembranas y presenta un IRE (iron response element) en el 5’ UTR que se encuentra 
conservado en las tres especies (pez cebra, ratón y humano). En la placenta humana, la proteína 
se localiza principalmente en la región de los sincitiotrofoblastos, lo que sugiriere que transporta 
hierro de la madre al embrión. La ferroportina-1 de mamífero se localiza en la superficie 
basolateral del enterocito duodenal (Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000). Por FISH, se 
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posicionó el gen en el cromosoma 2q32 humano y en el cromosoma 1 banda 1B de ratón (Haile 
DJ, 2000).  
Mutaciones en esta proteína se han identificado en 2 familias con Hemocromatosis tipo 




 La ceruloplasmina es una proteína que transporta cobre (Cu) a través de la sangre. La 
Cp está también asociada con el metabolismo del hierro ya que presenta actividad ferroxidasa y 
está implicada en la oxidación del Fe (II) a Fe(III) que es captado por la TF (Osaki et al., 1966). 
Mutaciones en el gen de la Cp dan lugar a la aceruloplasminemia. La aceruloplasminemia es 
una enfermedad autosómica recesiva que se caracteriza por una deficiencia de ceruloplasmina, 
bajos niveles de hierro sérico, altos niveles de ferritina sérica y un acúmulo excesivo de hierro 
en el cerebro, el hígado y el páncreas. Esta enfermedad cursa con demencia, pérdida de 





A través del estudio del ratón con deficiencia anémica ligada al cromosoma X (sla, sex-
linked anemia) se identificó un componente nuevo en el metabolismo del hierro, la proteína 
Heph (Vulpe et al., 1999). El ratón sla presenta un bloqueo del transporte de hierro intestinal 
(Grewal, 1962). Los ratones que llevan la mutación sla desarrollan anemia hipocrómica 
microcítica de moderada a severa. En estos ratones la absorción de hierro a través del lumen 
intestinal a las células epiteliales es normal, pero la salida del hierro a la circulación está 
disminuida (Bannerman, 1976). Como resultado de esto el hierro se acumula en el enterocito y 
se pierde durante el recambio del epitelio intestinal (Edwards et al., 1977). 
Falconer y Isaacson (1962) mapearon el locus sla en el cromosoma X de ratón. 
Anderson y colaboradores (1998) acotaron la región crítica entre los marcadores DXMit45 y 
DXMit16. Una serie de coincidencias condujo al descubrimiento del gen candidato de sla, 
llamado hephaestin (Heph) en honor al dios griego que trabaja el metal. Vulpe y colaboradores 
(1999) se dieron cuenta de que varios EST de ratón y humanos presentaban homología con la 
ceruloplasmina, una ferroxidasa sérica que transporta cobre, y aislaron un cDNA completo de 
ratón que codificaba para una proteína 50% idéntica a la ceruloplasmina de ratón. Los sitios I, II 
y III de unión de cobre de la Cp están conservados en la HEPH al igual que todos los residuos 
de cisteínas involucrados en la formación de puentes disulfuro. A diferencia de la 
ceruloplasmina, la hephaestin contiene un dominio predicho transmembrana en el C-terminal 
que hizo pensar que se trataba de una proteína de membrana. Mediante híbridos de radiación se 
mapeó la HEPH humana a 14.55 cR de DXS1194 en Xq11-q12 (lod score = 7.81), una región 
sinténica homóloga a la región sla de ratón.  
La Cp se encuentra altamente expresada en hígado, en menor grado en otros tejidos 
incluyéndose cerebro y pulmones, y no se expresa en intestino. Contrariamente a este patrón de 
expresión la Heph se expresa mucho en intestino (Vulpe et al., 1999). Estudios de hibridación in 
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situ indican que la expresión intestinal de la Heph está limitada a las células de la villi donde se 
da la absorción intestinal de hierro, sin casi ninguna expresión en las células de la cripta 
intestinal. Vulpe y colaboradores descubrieron que el ratón sla presenta una delección de 582 
nucleótidos del gen HEPH, que predice una delección en pauta de lectura de 194 aminoácidos 
de la proteína. En base a la homología con  la Cp y a que la proteína sólo presenta un dominio 
transmembrana, con lo que es poco probable de que se trate de un transportador, se propuso que 
la Heph sería una ferroxidasa necesaria para la salida del hierro de las células epiteliales 
intestinales que podría interactuar con una proteína transportadora de hierro para facilitar la 
salida de hierro por la membrana (Vulpe et al., 1999).  
El cobre y el hierro se encuentran vinculados en el metabolismo sistémico del hierro. La 
Hephaestin representa en los mamíferos un eslabón entre ambos metabolismos. La deficiencia 
de cobre produce una absorción disminuida de hierro de la dieta que normalmente entra en el 
epitelio intestinal pero no puede terminar en la circulación. Ejemplos de la relación del 
metabolismo del hierro y del cobre se dan en la aceruloplasminemia, que conduce a la 
acumulación de hierro en diversos tejidos, la  anemia deficiente de hierro del ratón sla y la 
deficiencia de cobre del cerdo, que presenta una acumulación intestinal de hierro similar a la del 
ratón sla (Lee et al., 1968). La administración de cobre, pero no de hierro, a cerdos deficientes 
de cobre alivia la anemia y facilita la salida de hierro de los tejidos, incluido del  intestino. 
 
2.10.-Dcyt B (duodenal cytochrom B) 
 
La absorción a través de la mucosa intestinal de hierro férrico dietético se atribuye a la 
presencia de una actividad reductasa en la membrana apical (brush-border) del enterocito con 
una respuesta adaptativa al estado de hierro en la célula. McKie y colaboradores (2001) aislaron 
un cDNA, que llamaron Dcytb por 'duodenal citocromo b,' que codifica para una hipotética 
proteína di-hemo de la mucosa duodenal de ratón. Buscando en las bases de datos de EST, los 
autores encontraron también el clon de cDNA completo del gen DcytB humano. 
El DcytB codifica para una proteína con 6 dominios transmembrana y presenta 4 
residuos de histidina conservados que se han propuesto como ligandos del grupo hemo. El 
DcytB presenta una similitud de entre el 45 al 50% con la familia de reductasas de membrana 
citocromo b561, su expresión es muy alta en la membrana apical (brush-border) de los 
enterocitos duodenales, y presenta una actividad reductasa férrica cuando se expresa en oocitos 
de Xenopus y cultivos celulares. Los niveles de expresión duodenales del mRNA del DctyB y 
los niveles de la proteína se regulan por cambios fisiológicos de absorción de hierro, como 
ocurre en la anemia crónica, la deficiencia férrica y la hipoxia. Tres transcripciones mayoritarios 
de 1, 4 y 5 kb se ha detectado por análisis de Northern blot, indicando la existencia de splicings 
alternativos o la presencia de mRNAs no procesados. El DcytB carece de motivos 
convencionales para NADH, NADPH, o motivos de unión a flavin que permitirían a estos 
cofactores actuar como dadores intracelulares de electrones. Al igual que el citocromo b561 que 
recibe un electrón del ascorbato y no parece requerir de otros componentes, se ha especulado 
que DcytB podría usar también ascorbato o formar un complejo activo con otras proteínas para 
realizar su función reductora (McKie et al., 2001).  
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2.11.-SFT (stimulador of Fe transport) 
 
La proteína SFT es una proteína transportadora específica de Fe (III)/Fe (II) capaz de 
estimular tanto el transporte de hierro unido a TF como el hierro no unido a TF (Gutiérrez et al 
1997). El peso molecular predicho a partir de la secuencia de la proteína SFT es de 41 kDa, sin 
embargo la banda que se observaba en los Westerns es de 80-87 KDa (Gutiérrez et al., 1997; 
Barisani et al, 2001), por lo que se cree que  la proteína forma homodímeros que son estables 
incluso bajo las condiciones del Western. El análisis por FISH posicionó el SFT en 10q21 
(Gutiérrez et al 1998). 
Resultados de inmmunohistoquímica obtenidos en controles indican que la proteína 
SFT se localiza en la parte media y superior de la villi, es decir, en los enterocitos 
especializados en la absorción de hierro. Análisis por tinción de estas células muestran una 
localización principalmente apical, a diferencia de la localización del TFR que es basal, en 
cambio otros estudios hechos en células HeLa y BHK sitúan ambas proteínas en los 
compartimentos endosomales (Gutiérrez et al., 1997; Yu et al 1998a). 
Estudios in vitro con la línea celular HeLa y HepG2 incubadas con DFO (deferoxamina, 
un quelante de hierro) han detectado un incremento de la expresión del mRNA del SFT (Yu et 
al, 1998a; Yu et al, 1998b); por lo que los niveles de mRNA de SFT se ven regulados 




Recientemente se ha descrito una nueva proteína implicada en el metabolismo del 
hierro, se trata de la hepcidina. Esta proteína fue involucrada en el metabolismo del hierro a 
partir de la sorprendentemente observación de que los ratones knock out para el gen USF2, gen 
que codifica para el factor de transcripción Upstream stimulator factor 2, presentaban una 
sobrecarga de hierro similar a la de los pacientes con HH (distribución hepática de hierro 
periportal y sistema RE depleccionado de hierro) (Nicolas et al., 2001). Al intentar explicar este 
fenotipo los autores descubrieron que los ratones no expresaban la molécula hepcidina cuyo gen 
se encuentra inmediatamente después del gen USF2, por lo que se atribuyó la sobrecarga de 
hierro con la ausencia de hepcidina, una proteína hepática previamente identificada como un  
péptido circulante antimicrobial (Krause et al., 2000; Park et al., 2001). 
El tránscrito de la hepcidina codifica para una proteína precursora de 84 aminoácidos, 
incluyendo un péptido señal de 24 aminoácidos. La forma circulante sólo consta del extremo C-
terminal de 25 aa que presenta actividad antibacteriana y antifúngica por lo que la proteína fue 
clasificada como miembro de los péptidos antimicrobiales catiónicos y ricos en cisteína como es 
el caso de las tioninas y las defensinas. El tránscrito de la hepcidina no presenta ningún IRE. 
Varios datos apuntan a que la hepcidina podría ser el regulador de niveles de hierro del 
hígado o store regulator (ver sección 5). 
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Tabla 10. Genes del metabolismo del hierro 
 
Gen Cromosoma Función Enfermedad/es asociada/s OMIM
HFE 6p21.3 Asociación TFR, regulador metab. hierro Hemocromatosis Hereditaria 235200
TF 3q21 Transporte de hierro circulante Atransferrinemia 190000
TFR 3q29 Captación de Tf 190010
TFR2 7q22 Captación de Tf en hígado Hemocromatosis (HFE3) 604720
FTL 19q13.3-q13.4 Acúmulo de hierro intracelular Síndrome Hiperferritinemia-cataratas 134790
Basal ganglia disease
FTH 11q12-q13 Acúmulo de hierro intracelular Sobrecarga de hierro autosómica dominante 134770
B2M 15q21-q22 Asociación a HFE y HLAs Linfoma de Burkitt 109700
DMT1 12q13 Transportador apical duodenal 600523
FPN1 2q32 Transportador basal duodenal Hemocromatosis (HFE4) 604653
Cp 3q23-q24 Ferroxidasa sérica Aceruloplasminemia 117700
HEPH Xq11-q12 Ferroxidasa basal del enterocito duodenal 300167
DcytB 2p14-2q14.3 Reductasa apical del enterocito duodenal 605745
IRP1 9p22-p13 Regulador posttranscripcional metab. hierro 100880
IRP2 15 Regulador posttranscripcional metab. hierro 147582
SFT 10q21 Estimulador del transporte de hierro 603274
HEPC 19q13 Regulador del hierro almacenado (?)
 
(?) Función hipotética. 
DMT1=DCT1=Nramp2. FPN1=IREG1=MTP1=SLC11A3. IRP1=ACO. 
 
2.13.-Las proteínas IRPs y la regulación por IRE (iron response element).  
 
 Las IRPs (iron response proteins) son proteínas implicadas en el control post-
transcripcional del metabolismo del hierro. Existen dos IRPs: la IRP1 y la IRP2.  
La IRP-1 es una proteína citosólica de 98 kDa localizada en el cromosoma 9 en 
humanos, y altamente homóloga a la proteína mitocondrial m-aconitasa, proteína que convierte 
cis-aconitato a isocitrato en el ciclo del ácido tricarboxílico. La proteína IRP-1 presenta dos 
funciones mutuamente excluyentes y intercambiables dependiendo del nivel de hierro presente 
en la célula. Por una parte en condiciones de niveles altos de hierro la proteína presenta el 
cluster 4Fe-4S y funciona como aconitasa, en cambio en situación de bajo niveles de hierro 
intracelular el cluster se desensambla y la aloproteína es capaz de unirse al IRE (iron response 
element) presente en el mRNA de algunos genes implicados en el metabolismo del hierro (Cairo 
and Pietrangelo, 2000). Además del estatus de hierro intracelular se ha descrito que la 
estabilidad del cluster 4Fe-4S también depende del estado de fosforilación de un residuo de 
serina necesario en la unión al RNA (Brown et al., 1998).  
La IRP-2 es una proteína citoplasmática de 108 kDa, con un porcentaje del 57% de 
identidad con la proteína IRP-1, aunque presenta dos principales diferencias respecto a la IRP-1: 
presenta una inserción de 73 aminoácidos en la parte N-terminal y no tiene actividad aconitasa, 
probablemente debido a que no puede ensamblar el cluster 4Fe-4S. Los 73 aminoácidos 
específicos de la IRP-2 le confieren la característica por la que esta proteína es regulada, ya que 
en presencia de niveles elevados de hierro la IRP-2 se ve sometida a un proceso de rápida 
degradación mediada por el proteosoma. La IRP-2 está presente en menos abundancia en los 
tejidos que la IRP-1, expresándose más en intestino y cerebro. En cambio está presente en la 
mayoría de líneas celulares, quizás debido a una mayor sensibilidad a los cambios de los niveles 
de hierro. También se sabe que cuando la IRP-2 es la proteína más abundante o la única 
expresada, ella sola puede actuar como moduladora del metabolismo intracelular de hierro 
(Cairo and Pietrangelo, 2000). 
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Fig 9. Control post-transcripcional de los genes del metabolismos del hierro por las IRPs. 
  
Las IRPs reconocen una secuencia conservada de nucleótidos llamada IRE (iron 
response element) presentes en las regiones UTR (untranslated regions) de mRNAs de diversos 
genes implicados en el metabolismo del hierro. Los IREs forman una estructura de stem-loop 
con una secuencia altamente conservada en el hairpin loop (CAGUGU/C) y estructuras 
secundarias predichas diferentes en los tallos o stems (Cairo and Pietrangelo, 2000).  
En respuesta a los niveles de hierro celular las IRPs se unen al IRE y actúan de diferente 
manera según si el IRE está presente en el 3’ o en el 5’ UTR del mRNA.  
Ambas subunidades de la Ft (ferritina) la H y la L presentan un IRE en el 5’ UTR 
cercano al AUG o inicio de traducción. La unión del IRE por la IRP evita la traducción del 
mRNA ya que previene la interacción entre el factor de iniciación eIF4F y la unidad ribosomal, 
es decir se evita la formación del complejo traduccional y el mRNA no se traduce a proteína 
(Fig. 9). Los pacientes con el síndrome de hiperferritinemia-cataratas presentan mutaciones en 
el IRE de la Ft L que desemboca en cataratas y la presencia de unos niveles muy elevados de 
ferritina en ausencia de una sobrecarga de hierro. Otras proteínas que presentan también un IRE 
en 5’ UTR son la m-aconitasa, la e-ALAS (eritrocito aminolaevulinato sintasa) enzima 
implicado en la síntesis del grupo hemo y el recientemente descubierto exportador basal de 
hierro en enterocitos y macrófagos FPN1 o IREG1. Aunque todavía esta por ver si el IRE 
presente en FPN1/IREG está regulado por las IRPs. 
 El mRNA de TFR presenta 5 IREs en el 3’UTR, la interacción de las IRPs con los IREs 
aumenta el tiempo de vida media del mRNA ya que lo protege de la acción de las RNAsas (Fig. 
9). La estabilización incrementada del tránscripto conlleva una mayor expresión del TFR en la 
membrana celular y una mayor entrada de hierro. No se ha encontrado la secuencia típica de 
IRE en el TRF2, por lo que podría ser que este receptor de transferrina  no estuviese modulado 
por la falta de hierro (Kawabata et al., 2000). Un potencial IRE está también presente en el 
3’UTR de una de las formas de splicing del DMT1, el principal transportador apical de hierro de 
los enterocitos (Gunshin et al., 1997), aunque todavía no existen evidencias de que este IRE 
confiera un control post-transcripcional del DMT1. 
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 A parte de por los niveles celulares de hierro, las IRPs también son estimuladas por 
otros factores, como el estrés oxidativo, el NO (óxido nítrico), los xenobióticos, el crecimiento y 
la hipoxia (Cairo and Pietrangelo 2000). 
  
3.-Modelos animales de Hemocromatosis  
 
 En la actualidad existen tres modelos de animales que mimetizan la situación humana 
de Hemocromatosis. Estos modelos son los ratones knock-outs (KO) para los genes 
β2microglobulina, HFE y USF2. 
 
β2M KO: 
De Sousa y colaboradores (1994) publicaron que los ratones heterocigotos y 
homocigotos KO para el gen β2M (β2microglobulina) presentaban una distribución tisular de 
hierro comparable a nivel histológico y cuantitativo con la presente en la HH humana. Además 
el estudio halló una sobrecarga hepática progresiva indistinguible de la que se produce en la 
Hemocromatosis humana en ratones KO β2M homocigotos. Otros autores también han 
constatado la existencia de una sobrecarga de hierro similar a la producida en la HH humana en 
ratones KO para el gen β2M (Rothenberg and Voland, 1996). 
 
HFE KO:  
Para testar la hipótesis de que el gen HFE estaba involucrado en la regulación 
homeostática del hierro Zhou y colaboradores (1998) estudiaron los efectos de la disrupción del 
gen homólogo murino. Los ratones resultantes presentaban parámetros anormales en la 
homeostasis del hierro, incluso con una dieta estándar. La tinción de hierro hepático en los 
ratones con el gen HFE mutado era predominante en hepatocitos con una distribución 
periportal. Este estudio mostró que la proteína HFE esta involucrada en la regulación de la 
homeostasis del hierro y que mutaciones en el gen son responsables de la Hemocromatosis 
Hereditaria. 
Dentro de la familia del MCH de clase I, la proteína HFE parece que realiza una inusual 
pero básica función en el metabolismo del hierro. Para averiguar si la proteína HFE presentaba 
algún papel dentro del sistema inmune, como claramente presentan las proteínas del MHC de 
clase I, Bahram y colaboradores (1999) diseñaron ratones KO para el gen HFE con una 
delección de los dominios α-1 y α-2, que son los dominios responsables de la unión de péptidos 
antigénicos que activan la respuesta inmune. Estos ratones KO, al igual que los diseñados por 
Zhou y colaboradores (1998), mimetizan la Hemocromatosis en humanos, ya que desarrollaban 
sobrecarga de hierro. A pesar del exhaustivo estudio realizado de los órganos linfoides 
primarios y secundarios incluyéndose el intestino, no se hallaron evidencias de una función 
obvia de la proteína HFE en el sistema inmune. 
Levy y colaboradores (1999b) produjeron ratones en los que se introdujo la mutación 
C282Y en el gen murino HFE (ratones knock in) y los compararon con ratones HFE KO en los 
que se había deleccionado una región de la codificante del gen. Los ratones heterocigotos para 
ambas estrategias mutacionales acumulaban más hierro que los controles normales. Los niveles 
de hierro en hígado en estos ratones estaban aumentados y el hierro del bazo estaba disminuido 
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igual que en la HH humana. La homocigosis para ambas mutaciones resultaron en una 
sobrecarga de hierro postnatal, sin embargo los efectos de los ratones KO eran más severos que 
los de los ratones que solo presentaban la mutación C282Y, por lo que se concluyó que la 
mutación C282Y no resultaba en un alelo nulo tal y como lo hacia una delección grande de la 
codificante del gen HFE.  
 
KO USF2: 
La generación de ratones knock out para el gen USF2, gen que codifica para un factor 
de transcripción (Upstream stimulator factor 2), proporcionó información sobre la respuesta a la 
glucosa de ciertos genes, motivo por el que se diseñaron estos ratones (Vallet et al., 1998), pero 
además sorprendentemente los autores se percataron de que estos ratones presentaban 
anormalidades bioquímicas y histológicas similares a la HH humana y al ratón HFE KO que no 
eran debidas a los genes HFE y TFR2 (Nicolas et al., 2001). El acúmulo de hierro en estos 
ratones en principio no se debe tampoco a la ausencia de por sí del gen USF2 (aunque no queda 
totalmente descartada esta hipótesis) sino a la ausencia de la molécula hepcidina (HEPC) cuyo 
gen se encuentra inmediatamente después del gen USF2. Los autores atribuyen la ausencia de 
expresión de la hepcidina al efecto descrito en otras construcciones knock-outs y llamado 
neighbouring disturbance, que consiste en la alteración de la expresión de genes vecinos al gen 
del cual se ha hecho el KO mediante la insertar del marcador de selección Neo. Sin embargo no 
se puede descartar totalmente un posible papel del gen USF2 como factor de transcripción que 
regulase la expresión del gen HEPC. 
 
3.1.-El background genético determina la severidad del grado de acúmulo de hierro  
 
Los estudios clínicos han demostrado que el grado de acúmulo de hierro es muy 
variable entre individuos con idéntico genotipo del gen HFE, por lo que otros factores genético 
podrían modificar la gravedad de la enfermedad. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de 
que existen diferencias en los parámetros de acúmulo de hierro (niveles de hierro hepático y 
saturación de transferrina), tanto en ratones wildtypes sometidos a dietas con exceso de hierro 
como en ratones KO para el gen HFE o el gen β-2-microglobulina dependiendo del tipo de cepa 
de ratón utilizada para generar el KO (Sproule et al., 2001; Sly et al., 2001). Actualmente se 
está realizando estudios de ligamiento de todo el genoma en la descendencia de cruces de cepas 
de ratones con diferente background genético para descubrir que loci son responsables de la 
diversidad de fenotipos en el almacenamiento de hierro (Custodio et al., 2001). 
 
4.-Alteraciones en otros metales en la Hemocromatosis Hereditaria.  
 
La HH como se ha expuesto es debida a una absorción masiva de hierro procedente de 
la dieta, es por tanto una enfermedad que afecta al metabolismo de un metal: el hierro. Debido a 
que los sistemas de transportes y almacenamiento de los metales en los organismos vivos 
comparten vías y proteínas, no es de extrañar que los pacientes afectos de HH presenten 
alteraciones de otros metales. Sargent  y colaboradores (1979) describieron que el cromo se 
retiene en menos cantidad en pacientes HH que en sujetos normales. El cromo es necesario para 
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la función normal de la insulina por lo que la diabetes que presentan los pacientes de HH podría 
ser debida por lo menos en parte a un déficit de cromo. Los niveles de plomo y cobalto en 
pacientes HH homocigotos están incrementados (Barton et al., 1994) por lo que la vía de 
absorción de estos metales podría ser la misma. Estos hallazgos sugieren que los pacientes con 
HH podrían ser más susceptibles a envenenamiento por plomo. 
 
5.-Visión global metabolismo del hierro. Papel del gen HFE. 
 
En este apartado se pretende plantear un modelo de integración de las proteínas 
implicadas en el metabolismo del hierro y resumidas en la tabla 10 para dar una visión global 
del mecanismo de absorción del hierro en mamíferos e integrar en este contexto a la proteína 
hfe.  
 
En mamíferos existen dos formas de obtener hierro a través de la dieta: como hierro 
libre o como hierro asociado al grupo hemo. El hiero libre de la dieta tras ser reducido de férrico 
(Fe+3) a ferroso (Fe+2) en el lumen del duodeno del intestino delgado por la reductasa DyctB 
es transportado a dentro del enterocito por el transportador apical DMT1 (DCT1 o Nramp2). El 
hierro en forma hemo de la dieta se absorbe mediante un transportador todavía no identificado y 
se separa del grupo hemo dentro del enterocito. Una vez en el enterocito, el hierro puede ser 
almacenado dentro de éste en forma de ferritina y perderse tras la escamación del enterocito 
senescente o puede ser transportado a través de la membrana basolateral al plasma mediante el 
transportador Ireg1 (FPN1 o MTP1). Este proceso requiere de la oxidación de Fe+2 a Fe+3 por 
la hephaestin (HEPH). Una vez que el hierro ha entrado en la circulación, no existen 
mecanismos fisiológicos de importancia que conlleven una pérdida de hierro, a excepción de la 
menstruación (Fleming and Sly, 2001). 
El hierro absorbido se une a la transferrina (TF) circulante como Fe+3 y pasa 
inicialmente por el sistema portal del hígado, que es el lugar principal de almacenamiento de 
hierro. Los hepatocitos capturan la transferrina unida al hierro por un proceso mediado por el 
receptor de transferrina clásico o TFR aunque probablemente en mayor cantidad a través del 
receptor de transferrina 2 o TFR2, una proteína homóloga al TFR clásico. El principal sitio de 
utilización de hierro es la médula ósea, donde el hierro se absorbe vía TFR en los precursores de 
los eritrocitos para usarlo en la síntesis del grupo hemo. El hierro del grupo hemo es reciclado 
en la ingestión de los eritrocitos senescentes por los macrófagos reticuloendoteliales. Los 
macrófagos también expresan el TFR y toman directamente hierro de la circulación. El hierro de 
los macrófagos es retenido (almacenado en la ferritina) o expulsado al plasma donde es oxidado 
por la ceruloplasmina y transportado vía transferrina para su reutilización. Por lo tanto el 
hígado y el sistema reticuloendotelial representan los sitios principales de movilización del 
hierro (Fleming and Sly, 2001). 
La zona proximal del intestino delgado (duodeno) ejerce un papel regulador importante 
entre el hierro absorbido por la dieta y los niveles de hierro almacenados en el cuerpo. En esta 
zona intestinal las células de la cripta duodenal, que son las células precursoras de los 
enterocitos, detectan las necesidades de hierro del cuerpo y son programadas para la expresión 
de niveles apropiados de las proteínas citadas anteriormente a la vez que maduran para 
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convertirse en enterocitos con capacidad de absorción. Se ha postulado que las células de la 
cripta obtienen la información de los niveles de hierro a través de dos reguladores, el regulador 
del hierro almacenado (store regulator), que respondería a los niveles de hierro almacenados en 
el organismo, principalmente en el hígado, y el regulador eritropoiético (erythropoietic 
regulator) que respondería a las necesidades corporales de eritropoiesis. Se cree que estos dos 
reguladores serían componentes solubles del plasma que pudiesen transportar la información del 
estado corporal de hierro entre los diferentes órganos (hígado, intestino, precursores 
eritropoiéticos y macrófagos del bazo) (Fleming and Sly, 2001). 
Varias evidencias apuntas a que el regulador de hierro almacenado podría ser la 
hepcidina, ya que la hepcidina es un péptido sintetizado principalmente por el hígado y su 
expresión aumenta en condiciones de sobrecarga de hierro, como en la sobrecarga de hierro 
inducida por la dieta en ratones y en los ratones KO para el gen β2M (Pigeon et al., 2001). Se 
ha especulado que el TFR2 mediaría la absorción de hierro por los hepatocitos y que a través de 
la hepcidina y de la interacción del TFR2 con el HFE-β2M en las células de la cripta duodenal 
se regularía la absorción del hierro de la dieta (Nicolas et al., 2001). 
A todas estas proteínas implicadas en el metabolismo del hierro hay que añadir la 
proteína hfe. Debido a que mutaciones en el gen HFE son responsables de la HH, esta proteína 
debe jugar un papel importante en la absorción de hierro. El gen HFE codifica para una proteína 
integral de membrana homóloga a las proteínas del HLA del complejo de histocompatibilidad I, 
y interacciona con la proteína β-2-microglobulina (β2M) (Feder et al., 1996). Esta asociación 
HFE-β2M es necesaria para el transporte de la proteína hfe a la superficie celular (Feder et al., 
1997). En el duodeno el complejo HFE-β2M se encuentra en las células de la cripta en una 
localización perinuclear, donde se asocia al TFR (Waheed et al., 1999). La proteína HFE 
interacciona con el TFR y inhibe estéricamente por competición con la TF la unión del TFR con 
la TF, por lo que la proteína HFE impide que se absorba hierro unido a TF por vía del TFR 
(Feder et al., 1998, Lebrón et al., 1998). Además la proteína hfe bloquea la internalización del 
TFR y el transporte de hierro del endosoma al citoplasma (Arredondo et al., 2001). La 
absorción del hierro del lumen en las células intestinales no se realizaría a través del complejo 
HFE-β2M-TFR ya que el TFR no se expresa en la región apical de estas células sino en la 
basolateral, por lo que este complejo desempañaría más bien un papel de captación de hierro de 
la circulación sanguínea a las células de la cripta para sus necesidades biológicas y posiblemente 
para obtener la información de los niveles de reserva de hierro corporales.  
Así pues en una situación de niveles altos de hierro almacenados en el hígado (Fig. 10) 
los hepatocitos producirían y secretarían hepcidina al torrente sanguíneo. Esta hepcidina 
interactuaría con su receptor en las células intestinales haciendo que las células de la cripta al 
diferenciar a enterocitos se programasen para disminuir la expresión de las proteínas 
importadoras/exportadoras de hierro (DMT1 y IREG1), con lo que se disminuiría la absorción 
intestinal de hierro y se equilibrarían los niveles de hierro. 
En una situación de niveles bajos de hierro almacenados en el cuerpo no se secretaría 
hepcidina, lo que conduciría a una expresión de las proteínas importadoras/exportadoras de 
hierro (DMT1 y IREG1) en el enterocito y se absorbería más hierro (Fig. 11). 
En la Hemocromatosis Hereditaria los niveles de hierro circulante y almacenados en el 
hígado son altos, los niveles de hierro en el sistema reticuloendolial (RE) son bajos y la 
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absorción intestinal está incrementada a pesar de la existencia de unos niveles elevados de 
reservas de hierro en el hígado. Esto sugiere que la comunicación entre el lugar de 
almacenamiento de hierro (hígado) y el lugar de entrada de hierro (duodeno) se encuentra 
afectada. 
En la mucosa duodenal de los enfermos de HH existe un incremento de la actividad de 
la IRP-1 y de la expresión del TFR (Pietrangelo et al., 1992) y una reducción de la síntesis de 
ferritina (Fracanzani et al., 1989; Pietrangelo et al., 1995). También existe una actividad 
incrementada de la actividad de las IRPs en los monocitos de los pacientes con HH (Cairo et al., 
1997). La expresión del transportador apical DMT1 en pacientes con HH con C282Y/C282Y y 
en ratones KO para el gen HFE está incrementada, así como la expresión del gen FPN1 (Zoller 
et al., 1999; Fleming et al., 1999; McKie et al., 2000; Zoller et al., 2001). Estos datos simulan 
características de deficiencia de hierro dentro del enterocito de los pacientes con HH, a pesar de 
la sobrecarga de hierro que existe en otros órganos y han llevado a proponer la siguiente 
hipótesis (hipótesis 1). 
Hipótesis 1: En el duodeno de los pacientes con HH existe un pool disminuido de hierro 
citoplasmático que conduciría a una programación de las células de la cripta para la absorción 
de más hierro una vez transformadas en enterocitos. Según esta hipótesis, la pérdida de la 
función del gen HFE, que es la causa de la enfermedad, debería producir una entrada (o 
retención) disminuida de hierro, procedente del plasma, lo que programaría a los enterocitos 
para un incremento de la absorción del hierro procedente de la dieta. 
A pesar de que los datos sobre las proteínas IRP, TFR, Ferritina, DMT1 y FPN1 
apuntan hacia la existencia de niveles bajos de hierro dentro de las células duodenales de los 
pacientes con HH, la hipótesis 1 contradice la función definida para la proteína hfe, ya que si su 
función normal es disminuir la absorción de hierro, su alteración produciría que no existiese este 
bloqueo en la absorción de hierro y por lo tanto no habría un límite o freno a la absorción de 
hierro y la célula absorbería más hierro y no menos en ausencia de la proteína hfe. Por lo tanto 
si la hipótesis es cierta, en el enterocito la ausencia de la proteína hfe realizaría una función 
contraria a la descrita para otros tejidos. Por otro lado es posible que los niveles de proteínas 
implicadas en el metabolismo del hierro y existentes en las células intestinales no estén 
reflejando directamente la existencia de un pool disminuido de hierro dentro de estas células. 
A este respecto nuevos experimentos de microarrays que actualmente se están llevando 
a cabo en el laboratorio del Dr. Hentze y bajo la supervisión de la Dra. Muckenthaler 
(Heidelberg, EMBL) aportan una nueva hipótesis (hipótesis 2) sobre lo que puede estar pasando 
en el metabolismo del hierro de los pacientes con Hemocromatosis Hereditaria. Los microarrays 
permiten un análisis más global de la situación, abarcando no solo el estudio de los genes 
implicados directamente en la absorción del hierro, sino también el estudio de muchos otros 
genes. Diferente experimentos que analizan la situación de sobrecarga de hierro versus a la de 
deficiencia mediante microarrays demuestran que genes implicados en una respuesta a niveles 
elevados de hierro, como los genes del estrés oxidativo, están incrementados en el duodeno en 
la condición de sobrecarga de hierro. Esto apunta hacia que no existiría una deficiencia de hierro 
dentro de las células intestinales, sino todo lo contrario. Así pues lo que estaría fallando sería el 
sensor que detecta los niveles corporales de hierro dentro de las células intestinales y la vía 
metabólica de hierro en estas células, por lo que a pesar de la existencia de un exceso de hierro 
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dentro de las células de la cripta, éstas se programarían erróneamente para que al madurar a 
enterocito se absorbiese aún más hierro (Fig. 12). 
Si como se ha hipotetizado la hepcidina es el regulador de los niveles de hierro 
almacenado (store regulator), debería existir una molécula en las células intestinales que fuese 
su receptor y que pudiese actuar como sensor de los niveles corporales de hierro. Así pues, si el 
receptor detectase mucha hepcidina, esto indicaría que existen reservas de hierro suficientes y 
que no hace falta absorber más hierro, por lo que la interacción hepcidina-receptor programaría 
las células de la cripta para que al madurar a enterocito se regulase la transcripción y traducción 
de las proteínas del metabolismo del hierro con el fin de que no se captase más hierro.  
La proteína hfe es una proteína homóloga a las moléculas del HLA que reconocen 
péptidos para una función inmunogénica, por lo que sería posible que la proteína HFE pudiese 
reconocer el péptido de la hepcidina y ser su receptor, aunque esta hipótesis aún no ha sido 
comprobada, o quizás otra proteína que necesitase de la proteína hfe ejerza este papel de 
receptor de la hepcidina. La interacción hepcidina-HFE o hepcidina-proteína X-HFE resultaría 
en última instancia en una disminución de la absorción de hierro en condiciones normales. En la 
HH al no expresarse la proteína hfe la comunicación hepcidina-receptor fallaría resultando en 




Figura 10. Modelo de absorción y metabolismo del hierro en condiciones de niveles altos de hierro. 
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La presente tesis pretende investigar sobre la Hemocromatosis Hereditaria y el papel del gen 
HFE en la Hemocromatosis Hereditaria a nivel clínico y básico. Para ellos nos planteamos los 
siguientes objetivos: 
 
1.- Determinar la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en pacientes con 
Hemocromatosis Hereditaria.  
 
2.- Determinar la frecuencia de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en la población 
general española 
 
3.- Búsqueda de nuevas mutaciones en pacientes de HH sin los genotipados C282Y/C282Y ni 
C282Y/H63D. 
3.1.- Búsqueda de otras mutaciones en el gen HFE. 
3.2.- Búsqueda de mutaciones en otros genes (TFR2 y FPN) 
 
4.- Estudio de la región promotora del gen HFE en humanos, rata y ratón.  
 
5.-Estudio de las formas de splicing del gen HFE. 
 

















































En este apartado se han incluido cuatro artículos de investigación y dos artículos de 
carácter general y divulgativos sobre la Hemocromatosis Hereditaria. 
  
Los cuatro artículos de investigación son: 
- Prevalence of the Cys282Tyr and His63asp HFE gene mutations in Spanish patients 
with hereditary hemochromatosis and in controls. Journal of Hepatology 1998; 29, 725-728.  
- Hereditary Hemochromatosis in Spain. Genetic Testing 2000; 4 (2):171-6.  
- Cloning, sequencing and characterization of the rat HFE promoter. Comparison of the 
human, mouse and rat hemochromatosis HFE promoter regions. Gene 1998; 225: 77-87 
- Complete characterization of the 3’ region of the human and Mouse Hereditary 
Hemochromatosis Gene and detection of novel splicing forms. Blood Cells, Molecules and 
Diseases 2001; 27: 35-43. 
El orden de presentación de los artículos se corresponde con el orden de la sección de 
objetivos y de la sección de resumen global de los resultados y discusión. Así pues los dos 
primeros artículos se centran en los estudios clínicos de la Hemocromatosis Hereditaria en 
pacientes con Hemocromatosis Hereditaria y población española y el estudio del gen HFE en 
pacientes sin los genotipos C282Y/C282Y o C282Y/H63D, descritos como responsables de la 
Hemocromatosis Hereditaria. El tercer y cuarto artículo se centran en el estudio básico del gen 
HFE. Concretamente el tercer artículo describe la caracterización y comparación de la zona 
promotora del gen HFE en tres especies: humana, ratón y rata y el artículo número cuatro 
estudia las formas de splicing del gen HFE humano y la zona 3’ UTR del gen HFE humano y 
murino. La identificación de una zona nueva no descrita del gen HFE abrió la posibilidad de la 
búsqueda de nuevas mutaciones en esta zona en pacientes con Hemocromatosis Hereditaria sin 
los genotipos descritos como responsables de la enfermedad.  
Todos los artículos de investigación que se presentan en esta tesis han sido publicados 
en inglés por lo que se ha incluido un breve resumen en castellano. 
  
Los dos artículos de carácter general y divulgativos sobre la Hemocromatosis 
Hereditaria son: 
 - Hemocromatosis Hereditaria: utilización del diagnóstico genético molecular. Medicina 
Integral 1999; 33: 416-425. 
 - Utilidad clínica de la detección de las mutaciones del gen HFE en la Hemocromatosis. 
Gastroenterología y Hepatología 2000; 23: 433-435. 
 Estos artículos pretenden dar a conocer la enfermedad y la importancia del diagnóstico 
genético y van orientados especialmente al sector médico. Debido a que la Hemocromatosis 
Hereditaria es una enfermedad frecuente pero poco conocida una tarea divulgativa es importante 
para alcanzar un mayor conocimiento de la enfermedad, lo que conducirá a la detección precoz 
de los pacientes con Hemocromatosis Hereditaria y a su inclusión en el tratamiento evitándose 







Prevalence of the Cys282Tyr and His63asp HFE gene mutations in Spanish patients with 
hereditary hemochromatosis and in controls.  
Journal of Hepatology 1998; 29, 725-728. 
 
Resumen en castellano 
 
Prevalencia de las mutaciones Cys282Tyr y His63Asp del gen HFE en pacientes españoles de 
Hemocromatosis Hereditaria y en controles. 
 
 Antecedentes: La mutación Cys282Tyr del gen HFE ha sido descrita recientemente 
como la causa principal de Hemocromatosis Hereditaria en personas con origen norte-europeo, 
sin embargo su frecuencia es menor en Italia. Actualmente no existen datos sobre la prevalencia 
de esta mutación en España. Por lo tanto hemos iniciado este estudio para determinar si la 
mutación Cys282Tyr del gen HFE es también responsable de los casos de Hemocromatosis 
Hereditaria en España. Además en este estudio se ha estudiado la presencia de la mutación 
His63Asp del gen HFE tanto en pacientes como en controles. 
 Métodos: Treinta y un pacientes de Hemocromatosis Hereditaria y 485 controles han 
sido analizados para las mutaciones Cys282Tyr y H63Asp del gen HFE, usando la técnica de 
PCR seguida de digestión enzimática de los productos de PCR con el enzima RsaI y DpnII, 
respectivamente y de separación electroforética de los fragmentos. Las amplificaciones se han 
realizado partiendo de ADN genómico.  
 Resultados: 27 de 31 (87,1%) pacientes con Hemocromatosis Hereditaria son 
homocigotos para la mutación Cys282Tyr. Ninguno de los pacientes es homocigoto para la 
mutación His63Asp y dos pacientes (6,5%) son heterocigotos compuestos 
(Cys282Tyr/His63Asp). Solo 1 de 512 (0,2%) controles es homocigoto para la mutación 
Cys282Tyr, y 29 (5,7%) son heterocigotos. La mutación Cys282Tyr presenta una frecuencia 
alélica de 90,3 ± 7,5 % en pacientes con Hemocromatosis Hereditaria y una frecuencia alélica 
de un 3,0 ± 1,1 % en controles. Veinte de 487 (4,1%) controles son homocigotos para la 
mutación His63Asp y 171 (35,1%) son heterocigotos. La mutación His63Asp está presente en 
una frecuencia alélica de 21,7 ± 2,7 % en controles. 
 Conclusiones: La alta frecuencia de la mutación Cys282Tyr en pacientes con 
Hemocromatosis Hereditaria indica que esta mutación es el defecto principal asociado con la 
Hemocromatosis Hereditaria en España. La existencia de algunos pacientes con un genotipo 
normal en la posición 282 sugiere la existencia de otros cambios en el gen HFE o en otros loci 
que estén implicados en la enfermedad. En nuestra población hemos detectado una de las 






Nota: Cys282Tyr = C282Y. His63Asp = H63D.
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Prevalence of the Cys282Tyr and His63Asp HFE gene mutations in
Spanish patients with hereditary hemochromatosis and in controls
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Background/Aims: A mutation (Cys282Tyr) of the
HFE gene has recently been reported to be present in
most of the patients with hereditary hemochromatosis
of Northern European ancestry, but in a lower fre-
quency in Italy. No data are so far available on the
prevalence of these mutations in Spain. Therefore, we
initiated the present study to determine if the reported
Cys282Tyr HFE mutation is also the main cause of
hereditary hemochromatosis in Spain. In addition, we
investigated the presence of the His63Asp HFE muta-
tion in patients and in controls.
Methods: Thirty-one hereditary hemochromatosis pa-
tients and 485 controls were screened for the Cys282-
Tyr and the His63Asp mutations, using polymerase
chain reaction amplification of genomic DNA, fol-
lowed by digestion with the restriction enzymes Rsa I
or Dpn II, respectively, and the separation of the prod-
ucts by electrophoresis.
Results: Twenty-seven out of 31 (87.1%) hereditary
hemochromatosis patients were homozygous for the
Cys282Tyr mutation. None of the patients was homo-
zygous for the His63Asp mutation, and two patients
(6.5%) were compound heterozygous (Cys282Tyr/His-
H hemochromatosis is an autosomal re-cessive disease resulting in abnormally high intes-
tinal iron absorption (1,2). The excess of body iron ac-
cumulates first in the liver and later in other organs, re-
sulting in liver damage and other clinical disorders.
Liver disease is characterized by progressive fibrosis
leading to cirrhosis and hepatocellular carcinoma (1).
Morbidity can be completely prevented, and life expect-
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Correspondence: Rafael Oliva, Genetics Service, Hospital
Clı´nic, Villarroel 170, 08036 Barcelona, Spain. Tel: 34 93
227 55 10. Fax: 34 93 227 54 54. E-mail: oliva/medici-
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63Asp). Only one of 512 (0.2%) controls was homo-
zygous for the Cys282Tyr mutation, and 29 (5.7%)
were heterozygous. The Cys282Tyr mutation is present
with an allelic frequency of 90.3”7.5% in patients with
hereditary hemochromatosis and 3.0”1.1% in con-
trols. Twenty out of 487 (4.1%) controls were His63Asp
homozygous, while 171 (35.1%) were heterozygous.
The His63Asp mutation is present with an allelic fre-
quency of 21.7”2.7% in controls.
Conclusions: The high frequency of the Cys282Tyr
mutation in hereditary hemochromatosis patients indi-
cates that this mutation is the most common defect as-
sociated with hereditary hemochromatosis in Spain.
The finding of some patients with the wild genotype at
position 282 suggests the existence of other changes in
the HFE gene or in other loci involved in the disease.
We have found one of the highest allelic frequencies re-
ported for the His63Asp mutation in our controls
(21.7”2.7%).
Key words: Cys282Tyr mutation; Hemochromatosis;
HFE gene; Iron overload.
ancy can be restored to normal, if the disease is detected
early, before the development of cirrhosis, and treated by
phlebotomy (1). In the past there was the misconception
that hemochromatosis was a rare disease, but it is now
described as a paradigm of autosomal recessive dis-
orders because of its extremely high prevalence: one in
300 individuals is affected and one in every eight individ-
uals is heterozygous in Caucasian populations (3). The
prevalence has been described as particularly high in
populations with Northern European ancestry (3–8),
but lower in other populations (9).
The recent discovery of the HFE gene, previously
called HLA-H, is considered to be responsible for fam-
ilial hemochromatosis (3). A mutation (Cys282Tyr) of
M. Sa´nchez et al.
the HFE gene is found in 69–100% of the patients (3–
9). Patients of Northern European descent have a much
higher prevalence of the Cys282Tyr mutation than those
from Southern Europe. Since the prevalence of hemo-
chromatosis varies in different populations, knowledge
of the allelic frequency of the HFE mutation may be use-
ful in planning appropriate screening or diagnostic poli-
cies. One of the reasons why we initiated the present
study was to determine the prevalence of the Cys282Tyr
and His63Asp mutations in a sample from the Spanish
population. Furthermore, we have genotyped a series of
consecutive patients with primary hemochromatosis in
order to determine if these mutations are responsible for
the disease in most of the hemochromatosis patients in
Spain.
Patients and Methods
Three groups of subjects were tested for the HFE Cys-
282Tyr and His63Asp mutations. The first group con-
sisted of 31 unrelated Spanish patients with primary
hemochromatosis (27 men and 4 woman) with a mean
age of 57”11 years. The diagnosis of hemochromatosis
was based on clinical history, serum transferrin satu-
ration above 55%, elevated ferritin concentration and
exclusion of other causes of iron overload, and was
confirmed by the finding of iron deposition in the liver
graded 3 to 4 according to Scheuer’s criteria (10) and
hepatic iron index (hepatic iron concentration/age)
above 1.9 (11) in all but three cases who did not agree
TABLE 1
C282Y and H63D mutations in Spanish controls and hereditary hemochromatosis patients
Genotypes Controls Patients
C282Y H63D Blood donors Paternity All controls n %
n %
„/„ »/» 0 1 1 0.2 27 87.1
„/» „/» 7 0 7 1.4 2 6.5
„/» »/» 19 1 20 4.1 0 0.0
»/» „/„ 18 2 20 4.1 0 0.0
»/» „/» 136 28 164 33.8 1 3.2
»/» »/» 240 33 273 56.3 1 3.2
Total 420 65 485 31
„/„ 0 1 1 0.2 27 87.1
„/» 26 3 29 5.7 2 6.5
»/» 394 88 482 94.1 2 6.5
Total 420 92 512 31
„/„ 18 2 20 4.1 0 0.0
„/» 143 28 171 35.1 3 9.7
»/» 261 35 296 60.8 28 90.3
Total 422 65 487 31
Allelic frequency”95% C.I.
C282Y„ 3.1”1.2 2.7”2.4 31/1024 3.0”1.1 56/62 90.3”7.5
H63D„ 21.2”2.8 24.6”7.6 211/974 21.7”2.7 3/62 4.8”5.4
C.I.‰confidence interval.
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to a liver biopsy. In these three cases the diagnosis of
hemochromatosis was confirmed by the mobilization
of more than 5 g of iron by phlebotomies. The second
group consisted of 420 blood donors (227 men and 193
women) with a mean age of 25”8 years. Ninety-six
percent of these controls were born in Catalonia
(Northeast of Spain) and the rest were born in other
Spanish regions. The third group consisted of 92 con-
trols from paternity testing studies (49 men and 43
women) with a mean age of 35”11 years.
DNA was extracted from peripheral leukocytes or
from blood buffy coats, following standard proteinase
K and chloroform extraction. The HFE gene was
amplified using the primers and conditions described
by Feder et al. (3). Polymerase chain reaction (PCR)
was performed using a Perkin Elmer Thermal Cycler
in a final volume of 25 ml under standard conditions
(annealing temperature of 58¾C and 30 cycles). The
PCR products were subsequently digested with the re-
striction enzymes Rsa I (Cys282Tyr mutation) or Dpn
II (His63Asp mutation) (New England Biolabs), and
the resulting fragments were separated by electro-
phoresis in a 3% agarose gel and visualized by ethidium
bromide staining.
Results
The results of genotype analysis are summarized in
Table 1. Twenty-seven out of 31 patients (87.1%) were
found to be homozygous for the Cys282Tyr mutation,
HFE gene mutations in Spain
indicating that this mutation is also the most common
defect causing hemochromatosis in our population.
Two male patients had clinical and biochemical fea-
tures typical of genetic hemochromatosis, but lacked
the Cys282Tyr mutation. They were 57 and 59 years
old at onset of symptoms, and had a family history of
liver disease. The sister of one patient died of liver cir-
rhosis of unknown etiology, but clinical and biochem-
ical data were not available. The other patient had a
brother who died in another hospital from a hepatocel-
lular carcinoma superimposed on liver cirrhosis with
iron deposition. One of them required venesection
therapy for 8 months to remove the excess of iron and
the other is still being treated after 7 months. Two
other patients were compound heterozygotes for the
two mutations (Cys282Tyr/His63Asp), while none of
the patients was homozygous for the His63Asp muta-
tion.
No significant differences were found in the fre-
quency of the two mutations between the two control
groups (p‰0.444). Overall, we found one control sub-
ject (0.2%) homozygous for the Cys282Tyr mutation,
29 heterozygotes (5.7%) and 482 (94.1%) with a nor-
mal genotype (Table 1). Concerning the His63Asp
mutation, we found that 20 of our controls were homo-
zygotes (4.1%), 171 were heterozygotes (35.1%) and
296 (60.8%) lacked this mutation. The Cys282Tyr
mutation was detected in 31 of the 1024 control
chromosomes, resulting in an allele frequency of
3.0”1.1%. The carrier frequency in controls is 5.9%
(31 out of 512). The His63Asp mutation was detected
in 211 out of the 974 control chromosomes, resulting
in one of the highest allelic frequencies (21.7”2.7%)
reported for this mutation. The carrier frequency in
controls was 33.9% (211 out of 487).
Discussion
In this study we found a strong association between
the presence of the Cys282Tyr mutation (87.1%) in the
HFE gene and hereditary hemochromatosis, confirm-
ing the findings in patients with genetic hemochrom-
atosis from the USA (83%) (3,7), the UK (91%) (5),
Brittany (92%) (6), Austria (77%) (8) and Australia
(100%) (4). Our results differ from those reported by
Italian investigators who found a lower frequency for
the Cys282Tyr mutation (69%) (9).
Two compound Cys282Tyr/His63Asp heterozygotes
were identified among the group of patients, resulting
in a higher frequency (6.5%) at borderline significance
(p‰0.0837) than the frequency of compound hetero-
zygotes present in the control group (1.4%). These re-
sults are consistent with those initially reported (3).
The two patients without the mutation fulfilled all
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the criteria for hereditary hemochromatosis. Previous
studies have not detected other mutations within the
coding sequence of the HFE gene in patients with gen-
etic hemochromatosis (3,9). Consequently, the exist-
ence of patients without the mutation suggests that
either other non-coding mutations in the HFE gene or
other minor loci are implicated in the disease. Further
studies should be aimed at identifying these other po-
tential mutations associated with hemochromatosis.
The allelic frequency of the Cys282Tyr mutation
found in 512 Spanish controls (1024 alleles) was
3.0”1.1%. This frequency is in agreement with the fre-
quency previously reported (3.2”2.8%) in a small
number of controls from Spain included in a global
prevalence survey (12), and with the frequency found
in the control population from Brittany (France)
(2.88”2.01%) (6). Similar frequencies have been re-
ported by Feder et al. (3) (3.2%) in the USA Caucasian
population and by Datz et al. (8) (3.7%) in the Austr-
ian population. However, the frequency described in
the Italian population is much lower (1%) (9).
It has been proposed that hemochromatosis is of
Celtic origin (1). Celts spread through Europe between
the 2nd millennium and the 1st century BC. From the
heartland of central Europe, they settled the area of
France, occupied about half of the Iberian peninsula
and crossed to the British Isles (13). They later moved
South and Southwest further extending their initial
areas of influence. Although sporadic Viking ex-
peditions have also been reported in Spain between 844
and the 12th century, there is no evidence that they
settled in Spain as the Celts did. Furthermore, the fre-
quency of the Cys282Tyr mutation in Spain is compar-
able to that of France and UK, and thus our findings
support the hypothesis of a Celtic, rather than a Nord-
ic origin for hemochromatosis. The much lower fre-
quency of this mutation found in Italy may indicate a
lower Celtic genetic component in this country.
Knowledge of the allelic frequency of the most
prevalent HFE mutation causing hereditary hemo-
chromatosis in Spain (0.0303”0.0107) also allows us
to predict (based on the Hardy-Weinberg equilibrium)
the homozygous (potentially affected) and the hetero-
zygous (carrier) frequencies in our population. Thus,
it can be calculated that the frequency of individuals
homozygous for the Cys282Tyr mutation in Spain is
0.00092 (one in 1091 individuals in the general popula-
tion could be potentially affected), and that the fre-
quency of carriers is 0.05871 (one in 17 individuals in
the general population should be a carrier). This theor-
etical prediction fits well with the number of carriers
detected in our sample (one heterozygous carrier for
every 18 individuals, 28/504). Similarly, the frequency
M. Sa´nchez et al.
of individuals homozygous for the His63Asp mutation
in Spain is 0.04693 (one in 21 individuals in the general
population should be a homozygote), and the fre-
quency of carriers is 0.33941 (one in three individuals
in the general population should be a carrier). Thus,
we describe one of the highest frequencies of the His63-
Asp mutation reported.
The high proportion of the Cys282Tyr mutation de-
tected in hereditary hemochromatosis patients sup-
ports the potential use of molecular genetic analysis as
a confirmation test where there is clinical suspicion of
the disease. Further pilot studies should be aimed at
determining whether screening of the general popula-
tion would be cost effective in the detection of poten-
tially affected individuals and in the early prevention
of manifestations of the disease.
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Resumen en castellano 
 
Hemocromatosis Hereditaria en España. 
 
 La mutación C282Y del gen HFE en estado homocigoto se ha descrito como la principal 
causa de Hemocromatosis Hereditaria (HH). También se ha descrito una frecuencia incrementada 
del genotipo heterocigoto compuesto de las mutaciones C282Y y H63D en pacientes con 
Hemocromatosis Hereditaria, involucrándose de esta forma a la mutación no sinónima H63D en la 
patogenia de la enfermedad. Sin embargo estos dos genotipos no están presentes en todos los 
pacientes afectos de Hemocromatosis Hereditaria, lo que indica que pueden existir otras 
mutaciones en el gen HFE o en otros loci responsables de estos casos. Este trabajo describe las 
frecuencias de las mutaciones C282Y y H63D en 74 pacientes con Hemocromatosis Hereditaria y 
el resultado del análisis de secuenciación del gen HFE (exones, región flanqueante intrónica-
exónica, regiones 5’ y 3’ UTR y 588 pb de la zona promotora) en 5 pacientes negativos para la 
mutación C282Y. Se ha detectado una alta frecuencia de la mutación C282Y en pacientes 
españoles de Hemocromatosis Hereditaria (85,1% de los casos) lo que indica que esta mutación es 
el defecto principal asociado a la enfermedad en España. El estudio de las regiones del gen HFE en 
nuestros pacientes de Hemocromatosis Hereditaria sin la mutación C282Y ha revelado la 
existencia de 5 polimorfismos. Sin embargo no se ha detectado nuevas mutaciones patológicas, por 
lo que otras zonas no secuenciadas del gen HFE o mutaciones en otros loci podrían ser 
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Resumen en castellano 
 
Clonación, secuenciación y caracterización del promotor del gen HFE de rata. Comparación de 
las regiones promotoras del gen HFE en humano, ratón y rata. 
 
 En este trabajo se han clonado y secuenciado 1398 pb de la región promotora del gen 
HFE de rata. El análisis comparativo de las secuencias promotoras del gen HFE en las especies 
humana, ratón y rata han revelado unas secuencias conservadas y presentes en regiones 
ortólogas o heterólogas en las tres especies. El análisis subsiguiente de las regiones identificadas 
como conservadas ha revelado la presencia de 10 elementos de transcripción presentes en la 
región promotora del gen HFE en humano, ratón y rata (GATA, NF-IL6, AP1, AP2, CREB, 
PEA3, γ-IRE, GFI1, HNF-3β y HFH2). Experimentos de retardo en gel (band-shift) realizados 
con extractos nucleares de hígado de rata han confirmado la presencia de proteínas nucleares 
que se unen a algunos de los elementos de transcripción predichos. Este trabajo representa los 
primeros datos en relación con la identificación de elementos de transcripción potenciales 
presenten en el promotor del gen HFE de humano, ratón y rata. La expresión de los factores de 
transcripción que se unen a los elementos reguladores predichos es consistente con la función y 
expresión del gen HFE. El conocimiento de los elementos reguladores identificados en la 
secuencia promotora del gen HFE en humano, ratón y rata es una base para que posteriores 
estudios in vivo o in vitro conduzcan a la identificación de los mecanismos implicados en la 
regulación del metabolismo del hierro y para el diseño de posibles futuras terapias alternativas.  
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Abstract
We have cloned and sequenced 1398 bp of the rat HFE gene promoter region. The alignment of the rat promoter HFE sequence
with the HFE promoter sequence from human and mouse detected several highly conserved sequences present at orthologous or
heterologous positions in the three species. Subsequent analysis of the conserved promoter sequences identified the presence of 10
novel transcription elements present in the promoter regions of the human, mouse and rat HFE genes (GATA, NF-IL6, AP1,
AP2, CREB, PEA3, c-IRE, GFI1, HNF-3b, HFH2). DiVerent gel retardation analyses performed with rat-liver nuclear extracts
have confirmed the presence of factors binding to some of these transcription elements. This represents the first data concerning
the identification of potential transcriptional elements of the HFE promoter in these three species. The expression pattern of the
transcription factors corresponding to the novel elements identified in the HFE promoter is consistent with the potential role of
the HFE promoter in the transcription regulation and function of the HFE gene. Knowledge of the identified conserved elements
in the HFE promoter from human, mouse and rat provides the basis for subsequent in-vitro or in-vivo studies leading to
identification of the detailed mechanisms involved in the regulation of the iron metabolism and the design of potential future
alternative therapies. © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
Keywords: Promoter; Rat; HFE regulation; HLA-H; Iron
1. Introduction frequent recessive disorder, with an estimated carrier
frequency in Europe of 1 in 10. In 1996, a single
Hereditary hemochromatosis (HH ) is an autosomal mutation (Cys282Tyr) in a MHC class I-like gene (HFE
recessive disease involving an abnormally high intestinal gene) was identified as the main cause for this disease
iron absorption that leads to iron deposition in cells (Feder et al., 1996). Subsequent reports confirmed the
and subsequent dysfunction in several organs (Bothwell high frequency of this mutation in other populations
et al., 1995). This disease has been reported as the most (Beutler et al., 1996; Carella et al., 1997; Datz et al.,
1997; Jouanelle et al., 1997; Worwood et al., 1997).
* Corresponding author. Tel: +34 3 227 55 10; Fax: +34 3 227 54 54; Mutant Cys282Tyr protein does not reach the cell
e-mail: oliva@medicina.ub.es membrane and therefore cannot regulate iron absorp-
tion. A second missense mutation (His63Asp) found inAbbreviations: AP1, activator protein 1; AP2, activator protein 2;
the HFE gene has shed further light on the functionalCDS, coding sequences; CREB, c-AMP response element binding pro-
tein; c-IRE, gamma interferon response element; GATA, ‘GATA’ bind- role of the HFE protein, because it has been described
ing protein; GFI1, growth factor independent 1; HFE, that the mutated protein lacks the ability to reduce the
hemochromatosis gene; HFH2, hepatocyte factor homologue 2; HH, aYnity of the transferrin receptor for transferrin (Federhereditary hemochromatosis; HNF-3b, hepatocyte nuclear factor 3
et al., 1998). Despite the finding of these two mutations,beta; NF-IL6, nuclear factor IL6; PCR, polymerase chain reaction;
PEA3, polyomavirus enhancer; TFD, Transcription factor Database. they do not account for 100% of the HH cases. It has
0378-1119/98/$ – see front matter © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Isolation of the rat HFE promoter through a genome walking strategy. (A) Schematic drawing of the promoter region of the HFE gene
showing the key restriction enzymes used, the fragments amplified and the location of the adaptors and primers used. AP1 and AP2 correspond
to the adaptor primers. The Rat1HFE and Rat2HFE arrows correspond to the specific primers designed from rat coding sequence (GenBank
Accession No. AF008587). (B) Products of the second nested Touchdown-PCR. M, DNA size marker (l-HindIII/EcoRI); ‘−’, negative control;
‘+’, positive control (genomic human PvuII library amplified with specific primers from tissue-type plasminogen activator locus); E=EcoRV, D=
DraI, P=PvuII, St=StuI, Sc=ScaI. E, 1.6 kb; D, 1.4 kb; Sc, 2.8 kb. Nucleotide positions are indicated with reference to the ATG start codon.
been suggested that HH patients without the Cys282Tyr diVerent species is a useful approach that leads to the
identification of conserved regulatory elements (Queraltor His63Asp mutations could have a mutation in the
regulatory region of the gene that could interfere with and Oliva, 1993; Bey et al., 1998).
In this work, we have isolated and sequenced theits regulation (Carella et al., 1997). However, no specific
reports have been published so far towards the charac- promoter region of the rat HFE gene and identified
several conserved potential regulatory sequencesterization of the regulatory elements present in the
promoter region of the HFE gene. It is known that the common to the rat, human and mice HFE promoter
region, providing the first data concerning the identifi-comparison of promoter sequences corresponding to
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Fig. 2. Schematic representation of the homologies present among the rat, mouse and human HFE promoter sequences. Shaded boxes indicate the
presence of conserved regions among the three species (the percentage similarity is indicated also). The arrows indicate the transcription initiation
start sites according to the mRNA sequences available in GenBank. A, B and C correspond to the most well conserved segments found in the
promoter region.
cation of the potential transcription elements present in the nested PCR), 68°C for 15 min; 25 cycles (15 cycles
in the nested PCR) at 94°C for 5 s, 59°C for 30 s (63°C inthe HFE gene in these species.
the nested PCR), 68°C for 15 min plus additional 20 s
per cycle and 68°C for 5 min.
The nested PCR products were run in a 1% agarose2. Materials and methods
gel and visualized through ethidium bromide staining
(Fig. 1), and the bands were isolated, purified and2.1. Isolation and cloning of the rat HFE promoter region
cloned into pBluescriptKS+ vector as described pre-
viously (Queralt and Oliva, 1991) for further sequencingThe rat HFE promoter region (nearly 1.4 kb) was
amplified using the Clontech (Palo Alto, CA) Universal using primers T7 and T3.
Nucleotide positions are indicated with reference toGenomeWalker@ strategy (formerly known as the
PromoterFinder@ Construction technique). Oligo- the ATG start codon.
nucleotides specific for the rat sequence (Rat1HFE:
5∞-AGCAGCAACAACAGCAGCAG-3∞ located in 2.2. DNA sequencing
position +40 to +59 and Rat2HFE: 5∞-TCCAAG-
AAGTCACCCTGTAG-3∞ located in position −70 to Several independent clones were sequenced, covering
both strands. Sequencing was performed using a−51) were designed using the OLIGO 4.0 program
based on the rat coding region sequence (GenBank LI-COR 4000L sequencer and the Thermosequenase
sequencing kit (Amersham, Cleveland, OH) withAccession No. AF008587). Aliquots of rat genomic
DNA were digested independently using five diVerent IRD-700 labelled primers (MWG Biotech). The sequen-
cing reactions were performed according to the manufac-blunt-end restriction enzymes (EcoRV, DraI, PvuII, StuI,
ScaI; Fig. 1). These five sets of digested products (called turer’s protocols (LI-COR). A total of 1398 bp from
the rat HFE promoter region were obtained.libraries) were ligated to the blunt-end adaptors pro-
vided in the kit. Subsequently, a Touchdown PCR (Don
et al., 1991) was carried out using 1 ml of each library 2.3. Computer-assisted analysis of the sequences
and primers AP1: 5∞-GTAATACGACTCAC-
TATAGGGC-3∞ and Rat1HFE. A second nested touch- A comparison of the HFE promoter region of diVerent
species in the search for conserved regions was donedown PCR was carried out with 1 ml of the first touch-
down PCR using primers AP2: 5∞-ACTATAG- using the MegAlign program (DNASTAR). A compari-
son to GenBank database was made using the BLASTGGCACGCGTGGT-3∞ and Rat2HFE. The Touchdown
PCR conditions were: 300 nM each primer, 100 mM search algorithm. The rat HFE promoter sequence as
well as the mouse and human sequences were comparedKCl, 20 mM Tris (pH 7.5), 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA,
0.5% (v/v) Tween 20, 0.5% Nonidet P40, 1.75 mM to the database TFD, using the SignalScan software
(Prestidge, 1991), and TRANSFACT 3.1 usingMgCl2, 350 mM dNTPs, 2.6 u of Expand@ long template
DNA polymerase mix (Boehringer 3.5 u/ml ). The cycling MatInspector software (Quandt et al., 1995). Repeats
were found using the program REPEATS fromconditions were: 94°C for 2 min, 10 cycles (five cycles in
the nested PCR) at 94°C for 5 s, 65°C for 30 s (67°C in PCGENE (IntelliGenetics).
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Fig. 4. Dot-plot analysis of the rat, mouse and human HFE promoter and coding region. Conserved and repeated sequences are evident from the
detected diagonal lines. A, B and C indicate the presence of conserved fragments in the promoter region, which corresponds to the A, B and C
alignments shown in Figs. 2 and 3. CDS and empty arrows indicate the coding sequence (introns have been excluded).
2.4. Gel retardation analysis extracts were preincubated on ice for 10 min in 15 ml
with 0.2 mg of poly (dA–dT), 0.8 mg of poly (dI–dC) in
25 mM HEPES pH 7.6, 100 mM KCl, 1 mM DTT,Four sets of complementary oligonucleotides corre-
0.1 mM EDTA and 8% glycerol. The binding (20 Kcpm)sponding to some predicted elements were designed in
was performed on ice for 30 min and electrophoresedthe rat promoter region. BS1.1: 5∞-GGTCTCAAGTT-
on 4% polyacrylamide (pre-run) gels in 0.5× TBE buVerGTGATAAGTTTTCACAATCAACAATAT-3∞, BS1.2:
for 1 h at 250 V and 25°C, dried and exposed at −80°C.5∞-GATATTGTTGATTGTGAAAACTTATCACAAC-
The nuclear extracts were performed following theTTGAGA-3∞, BS2.1: 5∞-GGATTTCAAGTTCTGGAT-
method previously described (Queralt and Oliva, 1995).ACTCTCTTGTTCTTTTTAAT-3∞, BS2.2: 5∞-GATT-
AAAAAGAACAAGAGAGTATCCAGAACTTGAA-
AT-3∞, BS3.1: 5∞-GGGTCACCTGGGTCACTGACT-
3. Results and discussionGTGACATAAG-3∞, BS3.2: 5∞-GCTTATGTCACAG-
TCAGTGACCCAGGTGAC-3∞, BS4.1: 5∞-GGCTAC-
3.1. Cloning and sequencing of the HFE rat promoterAGGGTGACTTCTTGGATCCTCCA-3∞, BS4.2: 5∞-
GTGGAGGATCCAAGAAGTCACCCTGTAG-3∞.
The oligos were annealed and end-labelled by filling A genome walking strategy has been followed in order
to clone the HFE rat promoter using the rat exon 1with [a-32P] dCTP. Ten micrograms of rat-liver nuclear
Fig. 3. Alignments of the rat, mouse and human HFE promoter sequences. The A, B and C alignments correspond to the conserved A, B and C
segments indicated in Fig. 2. The position of novel conserved transcription elements in each of the alignments is indicated. A continuous line
indicates that the putative transcription element is present in the sense strand, and a discontinuous line indicates that the putative transcription
element is present in the complementary strand. In segment C, the bold nucleotides indicate the human TATA and CAAT box. The transcription
start site according to the mRNA sequences published in GenBank is indicated with a solid arrow. Inverted repeats within putative regulatory
elements are also indicated. The asterisks indicate conserved nucleotides in all the species. The nucleotide positions are indicated, taking as a
reference the ATG start codon (+1). The GenBank Accession Nos corresponding to the sequences shown are AJ005007 (rat), AF007558 (human),
and HSU91328 (mouse). Nucleotide positions are indicated in reference to the ATG start codon.
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specific primers (rat1HFE and rat2HFE) designed from A dot-plot analysis of the rat, mouse and human
promoter region provides an overall measure of thethe mRNA sequence (GenBank Accession No.
AJ001517) and the adaptor primers (AP1 and AP2) similarities present among the diVerent species (Fig. 4),
but, in addition, it also detects several repeats in theprovided by the Clontech kit (Siebert et al., 1995).
Starting from five diVerent libraries of adaptor-ligated region comprised between nucleotides −2103 and
−1624 in the human sequence, with a high homologyrat genomic DNA fragments, we have obtained three
PCR products in the second nested touchdown PCR of to Alu repeats, a GT repeat in the mouse sequence in
the region comprised between −2387 and −2141, as1.4, 1.6 and 2.8 kb, corresponding to three of the five
libraries (EcoRV, DraI and ScaI digested libraries) well as other small repeated regions (Fig. 4).
(Fig. 1). The 1398-bp DraI-AP2-rat2HFE fragment was
subsequently isolated, cloned and sequenced (GenBank
3.3. Identification of putative regulatory elements
Accession No. AJ005007). The 3∞ end of the sequence
obtained was identical over a 30-bp overlap to the
Despite the fact that there is little similarity at the
known rat HFE cDNA sequence. In addition, the entire
orthologous positions among human and rodent pro-
sequence has a high homology with the mouse promoter
moter sequences (Fig. 4), 10 diVerent highly conserved
sequence (E value in the BLAST search 2e-29), confirm-
potential regulatory elements have been detected to be
ing that we have sequenced 1368 bp (1398 bp−30 bp=
present at non-orthologous positions in the three species
1368 bp) of the rat HFE promoter region.
(GATA, ‘GATA’ binding protein; NF-IL6, nuclear
factor IL6; AP1, activator protein 1; AP2, activator
3.2. Comparison of the rat, mouse and human promoters
protein 2; CREB, c-AMP response element binding
protein; PEA3, polyomavirus enhancer; c-IRE, gamma
The rat promoter sequence was compared with the
interferon response element; GFI1, growth factor inde-
mouse and human promoter sequences obtained from
pendent 1; HNF-3b, hepatocyte nuclear factor 3 beta;
the GenBank database (Accession Nos AF007558 and
HFH2, hepatocyte factor homologue 2). A summary of
Z92910). Comparison of the rat promoter region with
these novel putative regulatory elements common to
the promoter region of the mouse revealed a substantial
these three species is schematically represented in Fig. 5.
degree of homology (72%) within the first 550 bp
upstream the ATG codon (Fig. 2). One of the most
obvious diVerences among the three species is the size 3.3.1. Transcription initiator element
No TATA consensus sequences have been found inof the 5∞ UTR region (Fig. 2). In human, its extends
220 bp upstream from the translational start and is the core promoter region of rat and mouse sequence,
but we found two PEA3/EBS conserved motifsmuch longer than the 5∞ UTR region present in rat
(72 bp) or mouse (80 bp) HFE promoters (Fig. 2). (5∞-MGGAAR-3∞) near the putative transcription start
site, positions −130 to −125 and −109 to −104Several conserved potential regulatory elements have
been identified, common to both rodent sequences (Figs. 3 and 5). It has been found that two PEA3/EBS
binding motifs have been located near the transcription(Fig. 3A). However, rodent HFE promoter sequences
share a much lower degree of homology with the human start site of many TATA-less promoters act as minimal
transcription initiator elements (Yu et al., 1997), so itsequence (50−41% identity in the 327 bp upstream
ATG; Fig. 2). In addition, there is evidence for the is likely that this sequence may also play a similar role
in the transcription initiation of the rat and mouse HFEpresence of a rodent segment deleted in the orthologous
position in the human sequence (Fig. 2). gene. In the human promoter, only one of these
PEA3/EBS sites is conserved, which could have resultedDetailed alignments of the human, mouse and rat
sequences have allowed the detection of conserved in the use of an alternative site further upstream in the
promoter (Fig. 5). A potential TATA consensusregions shared by the promoter regions of the three
species (Fig. 3). Comparison of the human, mouse and sequence (TTTAAA) is present in the core promoter
region of the human sequence. Although this sequencerat sequences to regulatory element and transcription
factor databases led to the identification of several novel is too close (7 bp) to the non-experimental transcription
initiation site deduced from the mRNA sequencepotential regulatory elements present in the promoter
region of the HFE gene (Fig. 3). Of relevance, these (GenBank Accession No. U60319), its position aligns
well with the human MHC class I genes TATA boxnovel elements correspond to the conserved regions
detected among the diVerent species (Fig. 3). (not shown).
Fig. 5. Schematic representation of the putative transcription elements identified in the −1000-bp HFE promoter region of the rat, mouse and
human HFE genes. The transcription initiation according to the mRNA sequences described in GenBank is indicated with a solid arrow. ‘+’,
sense strand; ‘−’, complementary strand. The small arrows indicate the presence of inverted repeats (IR) or palindromes (P) present within putative
regulatory elements. Nucleotide positions are indicated with reference to the ATG start codon.
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Fig. 6. Gel retardation analysis of four diVerent regions of the rat HFE promoter. Lane labelled ‘FP’: free probe. Lanes labelled ‘10 mg’: probe
incubated with 10 mg of liver nuclear extracts. Lanes labelled ‘SC’ 50× or 100×: probes incubated with 10 mg of liver nuclear extracts and 50×
or 100× concentration of specific competitor (the same probe non-radiolabelled). Lanes labelled ‘NC’ 50× or 100×: probes incubated with 10 mg
of liver nuclear extracts and 50× or 100× concentration of non-specific competitor (a diVerent non-radiolabelled probe). The sequence of the
corresponding probes used and the putative regulatory sequences are indicated at the bottom of each figure.
3.3.2. GATA consensus motif (5∞-WGATAR-3∞) that has been found
in a and b globins locus control regions and in promotersOne of the highly conserved sequences present several
times in each of the HFE promoters corresponds to the of genes expressed in erythroid, megakaryocytic, mast
and endothelial cells (Merika and Orkin, 1993).GATA element (Figs. 3 and 5). GATA family transcrip-
tion factors have a high binding aYnity to a sequence GATA-1 was initially identified as an erythrocyte-specific
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DNA-binding factor present in the promoter enhancer 3.3.5. c-IRE
Another important element identified in the HFEregion of the human and chicken globin genes and is
promoters corresponds to the c-IRE (c interferonessential for normal erythroid development. GATA-1 is
response element; Figs. 3 and 5). Interferons are cytok-expressed in cells of the erythroid lineage, in megakaryo-
ines that mediate antiviral and immune responses andcytic and bone-marrow-derived cells, and in hematopoi-
stimulate cell growth and diVerentiation through tran-etic progenitor cells. It is very likely that the HFE gene
scription activation of interferon-responsive genescould be regulated by the detected GATA transcription
(DeMaeyer and DeMaeyer-Guignard, 1988). The c-IREelements (Figs. 3 and 5) because of the high iron require-
element (consensus sequence: CWKKANNY ) has beenment at the time of hemoglobin synthesis in erythroid
identified in the regulatory sequence of the MHC classcells. It has also been reported that GATA-4 and
II gene (Yang et al., 1990). In addition, the MHC classGATA-5 are highly expressed in the epithelial cells of
I genes are also induced by c-interferon (David-Watinethe gut (Laverriere et al., 1994) and this is one of the
et al., 1990), as well as the non-classical MHC class Itissues where the HFE is expressed at high levels.
HLA-E gene (Gustafson and Ginder, 1996). Therefore,
the detection of several c-IRE elements in the HFE
promoter suggests that the HFE, a MHC class I-like3.3.3. NF-IL6
gene, could also be another of this family of interferon-Another conserved transcription element detected in
responsive genes.the promoter region of the human, mouse and rat HFE
gene is NF-IL6 (Figs. 3 and 5). NF-IL6 (consensus
3.3.6. Other potential regulatory elements identified insequence: 5∞-TKNNGNAAK-3∞) is a nuclear factor
the HFE promotersmember of the C/EBP family (CCAAT/enhancer binding
Other novel regulatory elements identified in the pro-protein) and was initially described as a transcription
moter region of the rat, mouse and human HFE genesfactor regulating IL-6 gene expression, but it is also
are AP1, AP2 and CREB (Figs. 3 and 5). AP1 andinvolved in the regulation of several other genes needed
CREB are ubiquitous elements and could be involvedfor acute-phase reaction, inflammation and hemopoiesis
as basal transcription factors (Boyle et al., 1991; Paca-(Akira et al., 1990). The NF-IL6 gene is induced with
Uccaralertkun et al., 1994). AP2 has been found to bindlipopolysaccharide (LPS) and several cytokines, and is
and stimulate RNA synthesis of the human metallothi-widely expressed in many tissues, but particularly at
onein IIA gene (Mitchell et al., 1987), a gene alsohigh levels in liver, the major organ aVected in hem-
involved in metal metabolism, as the HFE gene. Thus,ochromatosis.
the expression pattern of the transcription factors corre-
sponding to the elements identified in the HFE gene
promoters is also consistent with the expression and3.3.4. HFN-3b and HFH-2
function of the HFE gene.HFN-3b and HFH-2 elements (consensus sequences:
5∞-NNNTRTTKRYTY-3∞ and 5∞-NAWTGTTTRTT-
3.4. Detection of specific binding trough gel retardationT-3∞) have also been detected in the rat, mouse and
assayshuman HFE promoter sequences (Figs. 3 and 5). HNF-
3b and HFH-2 transcription factors are members of the
In order to confirm the presence of factors binding tohepatocyte nuclear factor 3 (HNF-3)/forkhead (fkh)
the predicted conserved elements, we have performedfamily (Overdier et al., 1994). These transcription factors
diVerent pilot gel retardation assays. Four sets of oligo-are involved in the transcription of numerous hepato-
nucleotides containing six of the 10 identified conservedcyte-enriched genes (Overdier et al., 1994). Of relevance,
elements were labelled and assayed with rat-liver extractsa HNF-3b consensus has been found by computer-
leading to the detection of gel retardation bands withassisted research in the human transferrin gene (Overdier
10 mg of nuclear extract (Fig. 6A–D). The binding iset al., 1994), another gene involved in iron metabolism.
specific in all cases tested as the gel shifted bandsHNF-3b is expressed in liver, intestine, lung, stomach
disappear upon addition of specific competitor, butand ovary and is an essential mediator in the transcrip-
not upon addition of an non-specific competitortion of liver-specific and lung-specific genes (Overdier
(Fig. 6A–D).et al., 1994). HFH-2 is expressed in brain, heart, intes-
tine, kidney, liver, lung and spleen (Clevidence et al.,
1993). One of the tissues where the HFE gene is
expressed at high levels is the liver, so these liver-specific 4. Conclusion
transcription factors (HNF-3b and HFH-2) are proba-
bly also involved in the regulation of the HFE gene In this work, we have isolated and sequenced 1398 bp
of the rat HFE promoter region (GenBank Accessionexpression in the liver.
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Resumen en castellano 
 
Caracterización de la región 3’ UTR del gen de la Hemocromatosis Hereditaria en humano y 
ratón y detección de nuevas formas de splicing. 
 
 El gen HFE humano fue identificado en 1996 como el gen cuyas mutaciones son 
responsables de la mayoría de pacientes con Hemocromatosis Hereditaria. Los análisis de 
expresión por Northern blot del gen indican un tamaño del mRNA de aproximadamente 4,1 kb. 
Sin embargo el cDNA publicado actualmente presenta solamente 2716 pb. Estos resultados 
indican que todavía faltan por identificar por lo menos 1,4 kb del mRNA del gen HFE. En este 
trabajo al analizar la secuencia genómica del gen HFE se han detectado varias secuencias de 
ESTs en posición 3’. El subsiguiente análisis de estos clones de ESTs y experimentos de RT-
PCR, 3’ RACE y Northern blot han revelado que el exón 7 del gen HFE humano presenta, de 
hecho, una longitud de 1944 pb y dos señales de poliadenilación. La nueva región del exón 7 del 
gen HFE se ha secuenciado en pacientes con Hemocromatosis Hereditaria y sin la mutación 
C282Y en busca de nuevas mutaciones. Experimentos de 3’ RACE en la región 3’ UTR de gen 
HFE murino (exón 6) también han extendido la secuencia previamente descrita. Además en este 
trabajo también se describe la identificación de 2 nuevas formas de terminación del gen HFE 
humano en el exón 6 detectadas por experimentos de 3’ RACE y la identificación de nuevas 













La hemocromatosis hereditaria (HH) es una enfermedad
potencialmente grave debida a una absorción intestinal ex-
cesiva de hierro que ocasiona una acumulación de este me-
tal y el subsiguiente daño celular en diversos órganos1-3. Si
no se diagnostica y trata precozmente puede causar cirrosis
hepática y hepatocarcinoma, diabetes mellitus e infertili-
dad, alteraciones en el corazón y lesiones articulares4.
El tratamiento de la hemocromatosis consiste en eliminar
el hierro del organismo a través de flebotomías (400 o
500 ml por semana) hasta que se normalizan los paráme-
tros bioquímicos del metabolismo del hierro. Una vez
normalizada la cantidad de hierro en el organismo hay
que mantener los depósitos de este metal en valores nor-
males mediante flebotomías periódicas (1 a 3 meses). El
tratamiento detiene la progresión de la enfermedad y me-
jora el pronóstico. De hecho, si la hemocromatosis se
diagnostica y se trata de forma temprana, antes de que 
se desarrollen lesiones irreversibles, es posible prevenir
las alteraciones asociadas y restablecer una esperanza de
vida similar a la de la población general.
El diagnóstico de HH suele considerarse cuando se halla
una elevación de la ferritina sérica (> 500 µg/ml) o bien
una elevación del índice de saturación de la transferrina (>
55%). Conviene repetir estas determinaciones pasado un
tiempo a fin de asegurarse de que el incremento detectado
sea persistente, en cuyo caso deben efectuarse nuevos exá-
menes. La biopsia hepática se ha considerado el método
más útil para el diagnóstico de la HH5 ya que permite de-
terminar el índice de hierro hepático (µmol de Fe/g de teji-
do hepático seco dividido por la edad del paciente en
años). Se considera que un índice de hierro hepático
(IHH) superior a 1,9 es diagnóstico de la enfermedad6. Si
no se puede efectuar una biopsia hepática, una alternativa
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diagnóstica consistiría en iniciar un tratamiento con fle-
botomías. En el caso de detectar una mejoría en la sinto-
matología y una movilización de 5 g o más de hierro (20
sangrías o más) se podría considerar que la respuesta po-
sitiva al tratamiento confirma la sospecha diagnóstica, ya
que los pacientes con sobrecarga de hierro de causa dis-
tinta a la HH no toleran las sangrías repetidas.
Ninguno de estos dos procedimientos está desprovisto de
inconvenientes. En las formas iniciales de HH cuando la
acumulación de hierro no es todavía muy elevada, el IHH
puede ser inferior a 1,9 y se produce anemia antes de ha-
ber movilizado 5 g de hierro. Por contra, algunas cirrosis
avanzadas de causas diversas pueden asociarse con depó-
sitos muy elevados de hierro que determinan IHH supe-
riores de 1,97.
El reciente descubrimiento del gen de la HH (denominado
HFE) y la identificación de mutaciones específicas de la
enfermedad han permitido simplificar su diagnóstico. Una
sola mutación (Cys282Tyr) en estado homocigoto en el
gen HFE ocurre aproximadamente en el 90% de los casos
de HH8-12. Una segunda mutación en el gen HFE, la muta-
ción His63Asp en estado heterocigoto combinado con la
mutación Cys282Tyr (genotipo Cys282Tyr/His63Asp),
también se ha encontrado con mayor frecuencia en los en-
fermos de hemocromatosis9,10,13. La detección de la muta-
ción C282Y en estado homocigoto en un paciente con clí-
nica de hemocromatosis confirma el diagnóstico de HH.
Aparte del interés diagnóstico, el descubrimiento del gen
HFE también ha permitido determinar la prevalencia de
individuos heterocigotos y homocigotos en la población
general. Por ejemplo, tras el estudio de 512 controles en
España ha sido posible determinar que nada menos que
uno de cada 17 individuos de nuestra población es porta-
dor del gen mutante, y que uno de cada 1.110 es homoci-
goto y, por tanto, potencialmente afectado10.
Con toda esta información es conveniente plantear qué
aporta el análisis genético de esta enfermedad a la prácti-
ca clínica2,3,10,14. Las ventajas de la determinación genética
en un paciente con sospecha de hemocromatosis son múl-
tiples. Primero, la determinación genética supera las limi-
taciones de los procedimientos clásicos basados en la sa-
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turación de la transferrina y otras alteraciones bioquími-
cas de los parámetros del hierro, ya que éstos pueden es-
tar influidos por el estado nutricional, pérdidas de sangre o
incluso otros factores genéticos o ambientales. Por ejem-
plo, un paciente con hemocromatosis que previamente a la
determinación hubiese perdido sangre de forma crónica
podría tener unas cifras de saturación de transferrina rela-
tivamente normales, mientras que la determinación genéti-
ca detectaría siempre el mismo genotipo. 
Otra ventaja de la determinación genética ante una sospe-
cha de HH es que puede hacer innecesaria la biopsia he-
pática en los casos en los que no resulte imprescindible
determinar si existe lesión hepática. En un paciente relati-
vamente joven con una elevación de la saturación de la
transferrina pero sin alteraciones clínicas o analíticas que
sugieran la existencia de daño hepático, la detección de
un genotipo homocigoto para la mutación C282Y confir-
maría la sospecha diagnóstica y justificaría iniciar el tra-
tamiento por flebotomías sin necesidad de recurrir a una
biopsia hepática2,3,14.
La determinación del gen HFE podría, además, facilitar
el reconocimiento de una hemocromatosis en pacientes
atendidos en servicios de endocrinología, de reumatología
o de urología en caso de que las manifestaciones clínicas
iniciales o más destacadas de la enfermedad fuesen una
diabetes mellitus, una condrocalcinosis o una impotencia
coendi, respectivamente. De todos modos no hay todavía
ningún estudio publicado sobre la relación coste-benefi-
cio de incluir sistemáticamente esta determinación entre
los exámenes que se deberían efectuar en los pacientes
con alguna de las manifestaciones clínicas señaladas,
pero sería razonable efectuarla en el caso de detectar al-
guna alteración de las pruebas hepáticas.
Las ventajas de la determinación genética no se acaban
con su utilidad diagnóstica. La prueba genética también
presenta claras ventajas para el cribado de familiares res-
pecto al análisis bioquímico convencional. El análisis ge-
nético sólo es necesario realizarlo una vez y su diagnósti-
co es definitivo, en contraste con las periódicas pruebas
bioquímicas, que se deben realizar antes de confirmar o
descartar la existencia de una HH. Realizando un genoti-
pado se distingue con certeza a los individuos heterocigo-
tos de los homocigotos, cosa que no es factible con el mé-
todo tradicional15,16. Además, con los métodos clásicos
había que cribar a todos los hijos. En cambio, actualmen-
te, basta con realizar la determinación genética al cónyu-
ge y, caso de que éste sea portador, proceder subsiguien-
temente al análisis de los hijos17. De esta forma, para cada
conjunto de 17 enfermos se evita tener que examinar a los
hijos de 16 de los pacientes, ya que es previsible que tan
sólo uno de cada 17 cónyuges sea portador de la mutación
C282Y del gen HFE. Por ejemplo, ante un paciente homo-
cigoto C282Y/C282Y y un cónyuge no portador es posi-
ble deducir, sin necesidad de realizar ningún análisis adi-
cional, que todos los hijos son portadores heterocigotos
(C282Y/–) y ninguno homocigoto.
Por último, también de forma práctica, el análisis genéti-
co puede tener una gran repercusión en la identificación
precoz de individuos homocigotos asintomáticos de la po-
blación. En concreto, la hemocromatosis es tan prevalente
que el análisis genético se está planteando como una he-
rramienta de cribado poblacional con el fin de detectar
precozmente a los individuos potencialmente afectados.
Por ejemplo, en España sería previsible la detección de
hasta 40.000 individuos homocigotos (C282Y/C282Y)
potencialmente afectados en los que a través de una de-
tección precoz podría evitarse la aparición de enfermedad
hepática y de la morbilidad asociada (cirrosis, cáncer de
hígado, cardiomiopatía, diabetes, condrocalcinosis). Tam-
bién podrían beneficiarse unos 500.000 heterocigotos
compuestos (C282Y/H63D) previsiblemente existentes
en España que podrían tener un riesgo incrementado de
desarrollo de sobrecarga de hierro. Actualmente, ya exis-
ten diversos estudios en marcha para evaluar la relación
coste/beneficio a fin de determinar si puede estar justifi-
cado el cribado de toda la población general. Un valor
añadido posible del cribado de la población general, apar-
te de la detección de individuos homocigotos potencial-
mente afectados de hemocromatosis, estaría en la detec-
ción de los individuos heterocigotos, ya que se ha
observado en algunos estudios que poseen un riesgo in-
crementado de enfermedad cardiovascular18,19 o de episo-
dios de tromboflebitis20. Se especula que sería una disfun-
ción mínima en el metabolismo del hierro la que podría
estar relacionada con este tipo de alteraciones. De todas
formas todavía hay que confirmar estas asociaciones con
otros estudios. El estudio de este gen puede ayudar tam-
bién a aclarar la patogenia de otras enfermedades en las
que se conoce que también está implicado el hierro. Por
ejemplo, se ha detectado que entre los pacientes con por-
firia cutánea tarda una proporción significativamente ele-
vada son homocigotos o heterocigotos compuestos para
mutaciones del gen de la hemocromatosis21. Igualmente
en la esteatohepatitis no alcohólica se ha detectado un in-
cremento de heterocigotos y de homocigotos para las mu-
taciones del gen HFE22.
Para concluir, cabe mencionar que la detección de la mu-
tación C282Y en estado homocigoto o en estado hetero-
cigoto compuesto en aproximadamente el 90% de los 
pacientes con hemocromatosis diagnosticada por los cri-
terios convencionales plantea la cuestión de cómo catalo-
gar a este 10% restante de pacientes sin mutación del gen
HFE. Las posibilidades son dos: la primera que exista
otra mutación en la región reguladora del gen HFE23 o en
otro gen o genes todavía no descubiertos, y la segunda
que este 10% sea debido a otras causas y que la altera-
ción en los parámetros del metabolismo del hierro sea se-
cundaria a éstas. Es previsible que diversos estudios ac-
tualmente en curso clarifiquen este punto en un futuro
inmediato.
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A continuación se describen los resultados de la presente tesis y se presenta una 
discusión sobre ellos. Una discusión complementaria de estos resultados también se da en las 
publicaciones presentes en esta tesis (páginas 85 a 137). 
 
1.-Búsqueda de mutaciones responsables de la Hemocromatosis Hereditaria  
  
En la Hemocromatosis Hereditaria tipo 1 (HH) se han implicado dos mutaciones del gen 
HFE como causantes de la mayoría de los casos de pacientes con HH, la mutación C282Y y la 
mutación H63D. Concretamente los genotipos C282Y/C282Y y C282Y/H63D han sido 
implicados en la enfermedad. En la presente tesis pretendemos estudiar la Hemocromatosis 
Hereditaria en España por lo que se investigaron estas mutaciones en pacientes con HH 
españoles así como en la población general. 
 
1.1.-Pacientes españoles de HH 
 
Tras el descubrimiento del gen HFE como responsable de la HH en 1996 (Feder et al., 
1996) se comenzaron a realizar diversos estudios en los que se detectaron la mutación C282Y 
y/o la mutación H63D en pacientes afectos de HH de diferentes poblaciones. En estudios 
realizados en países del norte de Europa, Australia y EE.UU. la mutación C282Y en 
homocigosis explica entre el 72 y el 100% de los casos. Sorprendentemente en el sur de Italia la 
mutación sólo explica un 33% de los casos (Piperno et al., 1998a). Los resultados de los 
estudios publicados sobre la detección de las mutaciones C282Y y H63D en pacientes con HH 
de origen europeo se resumen en la tabla 6 (página 43). 
En España no habían datos previos referentes a la frecuencia de estas mutaciones en 
pacientes con Hemocromatosis Hereditaria por lo que nos planteamos estudiar si mutaciones en 
el gen HFE eran responsables o no de nuestros pacientes con Hemocromatosis Hereditaria 
(HH). 
En un primer estudio se detectó la presencia de las mutaciones C282Y y H63D en 31 
casos de pacientes con HH procedentes del Servicio de Hepatología del Hospital Clínico. En 
este estudio se demostró que la mutación C282Y en homocigosis era la responsable de un 
87,1% de los casos y que el genotipo heterocigoto compuesto (C282Y/H63D) lo era de otro 
6,5% de los casos.  
Estos resultados se describen en el artículo 1 incluido en la presenta tesis y titulado: 
Prevalence of the Cys282Tyr and His63asp HFE gene mutations in Spanish patients with 
hereditary hemochromatosis and in controls. Journal of Hepatology 1998; 29, 725-728.  
 
En un posterior estudio se amplió la muestra de pacientes a 74 pacientes y se determinó 
que la mutación C282Y en homocigosis explicaba un 81,1% de nuestros casos de enfermos con 
HH y que el genotipo heterocigoto compuesto (C282Y/H63D) era responsable de la enfermedad 
en un 8,1% de casos. Además en este estudio se secuenció el gen HFE en aquellos casos de 
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pacientes con Hemocromatosis Hereditaria que no presentaban un genotipo de riesgo de 
desarrollo de la enfermedad (ver sección 1.3) 
Estos resultados se describen en el artículo 2 incluido en la presenta tesis y titulado: 
Hereditary Hemochromatosis in Spain. Genetic Testing 2000; 4 (2):171-6.  
 
El diagnóstico de Hemocromatosis en estos pacientes se ha basado en la historia clínica, 
una saturación de transferrina mayor del 50%, elevados niveles de ferritina sérica, biopsia 
hepática con HII >1,9 y/o depósito de hierro en grado 3 a 4 (en aquellos pacientes donde se 
realizó la biopsia hepática) o movilización de más de 4 gramos de hierro por flebotomía y por la 
exclusión de otras causas de sobrecarga de hierro como son la presencia de hepatitis vírica o 
alcoholismo, que darían lugar a una Hemocromatosis secundaria. 
Actualmente la detección de las mutaciones C282Y y H63D se realizan como una 
prueba genética asistencial de rutina en el Servicio de Genética del Hospital Clínico de 
Barcelona. La detección de las mutaciones C282Y y H63D se realiza mediante la amplificación 
por PCR de DNA genómico y una posterior digestión enzimática. Para la detección de la 
mutación C282Y se utiliza el enzima RsaI y para la mutación H63D se utiliza el enzima DpnII 
(isoesquizomero del enzima MboI). Los primers utilizados en la amplificación se describen en 
la tabla A1.2. del apéndice. 
 
Entre Mayo de 1997 y Noviembre de 2001 se ha realizado la detección de las 
mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en el Servicio de Genética del Hospital Clínico en un 
total de 418 individuos. Estos casos proceden tanto del Hospital Clínico de Barcelona como de 
otros centros hospitalarios o clínicas públicas y/o privadas. Aproximadamente en un 20% de 
estos casos se ha identificado al menos una causa asociada a la sobrecarga de hierro, 
principalmente hepatitis vírica o enolismo, es decir, probablemente presentan una 
Hemocromatosis secundaria. Un total de 107 individuos han sido identificados como enfermos 
de Hemocromatosis Hereditaria. Debido al carácter hereditario de la enfermedad se ha realizado 
el genotipado de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE a 126 familiares de pacientes con 
HH. Los resultados del genotipado de los individuos con HH y de sus familiares se presentan en 
la tabla 13. 
 
Tabla 13. Estudio de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en pacientes con HH y en familiares. 
 
C282Y H63D N % N %
+/+ -/- 74 69,2 6 4,8
+- +/- 24 22,4 16 12,7
+/- -/- 0 0,0 58 46,0
-/- +/+ 1 0,9 1 0,8
-/- +/- 3 2,8 24 19,0
-/- -/- 5 4,7 21 16,7
Total 107 126
Pacientes HH Familiares de HHGenotipado
 
 
Los resultados de la detección de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en 
pacientes con una clínica de HH demuestran que en España la HH se debe principalmente a los 
genotipos C282Y/C282Y y C282Y/H63D del gen HFE (91,6%). La mutación C282Y del gen 
 140
Resumen global de los resultados y discusión 
HFE en homocigosis representa un 69,2 % de nuestros casos de HH, mientras que el genotipo 
C282Y/H63D representa un 22,4% de nuestros casos.  
Otros estudios de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en pacientes con HH de 
otras regiones de España (Cantabria y Madrid), en los que se han estudiado un número menor de 
casos (n = 60, n = 22), han descrito un 66,7 y un 81,8% de pacientes con la mutación C282Y en 
homocigosis, respectivamente (Fábrega et al., 1999; Moreno et al., 1999). Estos porcentajes 
concuerdan con el que hemos obtenido en nuestro estudio (69,2%). En pacientes europeos, 
exceptuando los de Italia y Grecia, el porcentaje de pacientes con HH C282Y/C282Y varia entre 
el 100% y el 66% (Tabla 6, página 43). Por lo tanto con nuestro estudio podemos concluir que 
la HH en pacientes españoles, al igual que en pacientes del norte de Europa, se debe 
principalmente a mutaciones en el gen HFE. 
Aún así actualmente se disponen de 9 pacientes (8,4% de pacientes con HH) que 
presentan una clínica de HH y que no presentan el genotipo C282Y/C282Y ni el genotipo 
C282Y/H63D del gen HFE en los que se ha continuado investigando (ver apartado 1.3).  
A diferencia de lo publicado en Italia, en España no se ha encontrado una gran 
heterogeneidad respecto a la Hemocromatosis ya que sólo un 8,4% de pacientes españoles con 
HH no presenta ni el genotipo C282Y/C282Y ni el genotipo C282Y/H63D, descritos ambos 
como causa de la enfermedad.  
El genotipo C282Y/H63D es significativamente más frecuente (p<0,0001) en pacientes 
con HH (24 de 107) que en nuestra población general (74 de 5370, tabla 14). Este hecho 
también ha sido descrito por otros autores (Feder et al., 1996; Beutler et al., 1997) y demuestra 
que este genotipo está implicado en la patogenia de la Hemocromatosis Hereditaria. 
 
1.2.-Población general española 
 
La Hemocromatosis Hereditaria se ha descrito como la enfermedad monogénica 
recesiva más frecuente en personas de origen europeo. Se sabe que la frecuencia de la mutación 
C282Y decrece conforme nos desplazamos de norte a sur de Europa (Fig. 2, página 28), siendo 
la frecuencia más alta publicada la descrita en la población Irlandesa, un 14% (Ryan et al., 
1998). En la presente tesis nos propusimos determinar la frecuencia poblacional de las 
mutaciones C282Y y H63D en la población española. 
La frecuencia alélica de la mutación C282Y en un total de 512 personas (65 DNAs de 
paternidades y en 485 DNAs de donantes de sangre) es de un 3,0 % ± 1,1 % y la frecuencia 
alélica de la mutación H63D en 487 personas (65 DNAs de paternidades y en 422 DNAs de 
donantes de sangre) es de un 21,7 % ± 2,7 %, solamente superada por la descrita en un pequeño 
grupo de individuos de los Países Bajos, Bulgaria y Portugal (Tabla7, páginas 47 y 48). Cabe 
destacar que la frecuencia de la mutación H63D en España es una de las más elevada publicadas 
en todo el mundo. En este primer estudio sólo se detectó una persona homocigota para la 
mutación C282Y, dentro del grupo de paternidades. Estas frecuencias alélicas nos permiten 
calcular por la ley de Hardy-Weinberg que en España 1 de cada 1091 serían homocigotas para la 
mutación C282Y y potencialmente afectadas de HH. La frecuencia de portadores para la 
mutación C282Y sería de 1 de cada 17.  
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Estos resultados se describen en el artículo 1 incluido en la presenta tesis y titulado: 
Prevalence of the Cys282Tyr and His63asp HFE gene mutations in Spanish patients with 
hereditary hemochromatosis and in controls. Journal of Hepatology 1998; 29, 725-728. 
 
La frecuencia de la mutación C282Y descrita en nuestro trabajo es menor que las 
publicadas para otras poblaciones del norte de Europa pero es mayor que las publicadas en Italia 
(de un 2,3 % a un 1,3 %) y comparable con la publicada en el sur de Francia por Aguilar-
Martínez y colaboradores (3,3 %) (Tabla 7, páginas 47 y 48). Las frecuencias poblacionales de 
las mutaciones C282Y y H63D descritas en estudios de poblaciones europeas, inmigrante e 
indígena se describen en las tablas 7, 8 y 9 respectivamente (páginas 47 a 50). 
En este primer estudio el genotipo se realizó sobre muestras anónimas de las que sólo se 
disponía de los datos de sexo y edad del individuo, únicamente para realizar una primera 
estimación de las frecuencias de las mutaciones C282Y y H63D en la población española y para 
poder comparar con los resultados obtenidos en nuestros pacientes con Hemocromatosis 
Hereditaria.  
 
En una etapa posterior nos planteamos la posibilidad de realizar un estudio sobre un 
mayor número de individuos a los que se les pediría consentimiento para proceder a realizar 
análisis genéticos y bioquímicos de las muestras y así poder realizar un posterior seguimiento y 
asesoramiento de estas personas. Para ello se redactó una carta de consentimiento informado 
sobre la Hemocromatosis que fue evaluada y aceptada por el Comité ético del Hospital Clínico 
(ver A.3). En este estudio se detectaron las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en 5370 
donantes de sangre (1903 mujeres y 3467 hombres) procedentes tanto de donantes que habían 
acudido al banco de sangre del Hospital Clínico (escalera 1, planta 1), como de las campañas 
externas de recolección de sangre realizadas por el Hospital Clínico principalmente en 
diferentes facultades de la Universidad de Barcelona. Para el estudio se utilizaron las mismas 
muestras que se emplean para la detección rutinaria de virus realizado en el Servicio de 
Hematología y Hemostasia del Hospital Clínico, con lo que se evitaba obtener más sangre de los 
donantes. De cada individuo se disponía de dos muestras, una de sangre total y otra de suero. 
Las muestras de suero fueron etiquetadas y almacenadas a -80ºC para su posterior análisis. Las 
muestras de sangre se utilizaron para la extracción de DNA y el posterior análisis mutacional 
del gen HFE en un sistema de placas de 96 pocillos. Todos los participantes fueron informados 
del resultado del estudio por correo. Se crearon 7 modelos de cartas según el resultado genético 
y bioquímico de las muestras. Estos modelos se pueden resumir en: 
a) Carta de personas con genotipo C282Y/C282Y y alteraciones en los parámetros 
bioquímicos. Estas personas fueron contactadas para repetirles los análisis genéticos y 
bioquímicos y prestarles asesoramiento médico. 
b) Carta de personas con genotipo C282Y/C282Y y sin alteraciones en los parámetros 
bioquímicos. Estas personas fueron contactadas para repetirles los análisis genéticos y 
bioquímicos y prestarles asesoramiento médico. 
c) Carta de personas con genotipo C282Y/H63D y alteraciones en los parámetros 
bioquímicos. Estas personas fueron contactadas para repetirles los análisis genéticos y 
bioquímicos y prestarles asesoramiento médico. 
 142
Resumen global de los resultados y discusión 
d) Carta de personas con genotipo C282Y/H63D y sin alteraciones en los parámetros 
bioquímicos. 
e) Carta de personas con genotipo C282Y/normal. A estas personas se les informó de 
que eran portadoras para la mutación C282Y y se les ofreció un análisis genético a su posible 
pareja para descartar un posible estado heterocigoto y riesgo de homocigosidad en la 
descendencia. 
f) Carta de personas con el resto de genotipos (H63D/normal, H63D/H63D y 
normal/normal) 
g) Carta de personas en las que no se pudo realizar el estudio genético. 
Los modelos de cartas enviadas se describen en el apéndice A4. 
Los resultados de la detección de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en 5370 
donantes de sangre se presentan en la tabla 14.  
Una vez finalizado el estudio todos aquellos individuos detectados con un genotipo 
C282Y/C282Y con o sin alteraciones bioquímicas y los individuos C282Y/H63D con 
alteraciones bioquímicas fueron invitados a asistir al dispensario de Genética donde se procedió 
a la repetición de los análisis tanto genéticos como bioquímicos y se les informó sobre los 
riesgos de la enfermedad y sobre las posibilidades de prevenirla. 
 
Tabla 14. Estudio de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en 5370 donantes de sangre 
 
C282Y H63D N %
+/+ -/- 8 0,15
+/- +/- 74 1,38
+/- -/- 249 4,64
-/- +/+ 248 4,62
-/- +/- 1664 30,99





En este estudio los valores de los parámetros bioquímicos (saturación de transferrina y 
ferritina sérica) considerados como indicativos de una expresión fenotípica a nivel bioquímico 
de la HH son: saturación de transferrina >50% y ferritina sérica >300ng/ml en hombres y 
>200ng/ml en mujeres. Se ha descrito que la saturación de transferrina es el mejor parámetro 
bioquímico para cribar la HH, sin embargo también se sabe que este parámetro detecta a la 
mayoría pero no a todos los individuos homocigotos para la mutación C282Y (Moirand et al., 
1997a). En nuestro estudio dos de los 8 homocigotos para la mutación C282Y (25% de los 
casos) (caso 1 y 3, mujer y hombre, tabla 15) presentan una saturación de transferrina < 50 % 
(21 y 24 respectivamente), mientras que un individuo (caso 8, mujer) presenta una saturación de 
transferrina de justo un 50% (Tabla 15). 
En el estudio se detectaron 8 personas homocigotas para la mutación C282Y, 
posteriormente confirmadas (Tabla 15). Las segundas bioquímicas realizadas también han 
confirmado los valores obtenidos en las primeras analíticas (Tabla 15). Cuatro de estos 
individuos C282Y homocigotos presentaban una bioquímica elevada (saturación de transferrina 
>50% y ferritina sérica ≥200 ng/ml en mujeres y ≥300 ng/ml en hombres) (sujetos: 2, 5, 6 y 7) 
(Tabla 15). El sujeto 7 presentaba una ferritina sérica muy elevada (1100 ng/ml) confirmada en 
 143
Resumen global de los resultados y discusión 
una segunda analítica (ferritina sérica de 1252 ng/ml) y fue remitido al servicio de Hepatología 
del Hospital Clínico (Dr. Bruguera). Tres de los individuos detectados (sujetos: 2, 5 y 7) han 
empezado el tratamiento por eritroaféresis o por sangrías terapéuticas en el Servicio de 
Hemoterapia y Hemostasia en el Hospital Clínico de Barcelona, bajo la supervisión de la Dra. 
Cristina Sanz. 
El sujeto 2, a pesar de que es joven (27 años) presentaba en el momento de la 
realización del estudio parámetros bioquímicos elevados (TS 104 %, ferritina sérica 632 ng/ml), 
este sujeto ha finalizado la fase inicial de expolio de hierro siendo necesario la extracción de 16 
concentrados de hematíes mediante eritroaféresis, lo que equivale a 3520 mg de hierro. Éste 
sujeto volverá dentro de 3 meses para seguir con la fase de mantenimiento del tratamiento (unos 
3 concentrados al año).  
El sujeto 5 empezó la terapia por eritroaféresis en octubre y hasta la fecha lleva 6 
sesiones de dos concentrados de hematíes lo que supone la extracción de 2640 mg de hierro. 
El sujeto 7 ha realizado hasta la fecha 12 sangrías terapéuticas de 450 ml de sangre total 
que supone la extracción de 2700 mg de hierro. 
 
Tabla 15. Individuos homocigotos para la mutación C282Y del gen HFE detectados en el cribado de 5370 donantes 
de sangre 
 
Sujecto Edad Sexo TS Ferritina sérica Hierro sérico TS Ferritina sérica Hierro sérico Unidades
Nº (%) ng/mL ug/dL (%) ng/mL ug/dL de sangre*
1 24 M 21 39 45 5 7 15 3
2 27 H 104 632 228 103 745 227 4
3 29 H 24 18 92 - - 4
4 29 M 81 91 200 62 99 165 4
5 36 H 104 473 274 95 646 230 6
6 42 H 76 355 189 - - 8
7 57 H 64 1100 179 104 1252 236 3
8 62 M 50 35 149 - - 31
1ª Bioquímica 2ª Bioquímica
 
Sexo: M: mujer; H: hombre. TS: saturación de transferrina. *Unidades de sangre: unidades de sangre donadas antes 
del análisis genético.  
 
En la tabla 15 se especifica además de los datos de sexo, edad y los valores bioquímicos 
de los 8 individuos C282Y homocigotos, el número de donaciones de sangre que estos 
individuos habían realizado antes de su identificación como homocigotos para la mutación 
C282Y del gen HFE. Se ha descrito que el número de donaciones de sangre realizadas 
anteriormente al diagnóstico genético en personas con la mutación C282Y en homocigosis no 
evita la necesidad del tratamiento (Barton et al., 2001). En nuestro estudio en hombres, 
exceptuando el caso 3, cuanto mayor es el número de donaciones menor es la concentración de 
ferritina sérica, aún así el hecho de haber realizado más donaciones de sangre, caso 6 (8 
donaciones) no reduce los niveles de ferritina sérica por debajo de un valor normal (<300 
ng/ml). El sujeto número 3 (hombre) realizó el mismo número de donaciones y presenta una 
edad similar al caso 2 (hombre), sin embargo no presenta alteraciones bioquímicas y podría 
tratarse de un individuo que no exprese la enfermedad a pesar de presentar la mutación C282Y 
en homocigosis; el seguimiento en el tiempo de este caso responderá a esta cuestión. 
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Ante un cribado poblacional de la HH existen dos posibles estrategias a seguir: la 
realización de un estudio fenotipo/genotipo, en el que el primer test sería la realización de 
pruebas bioquímicas (normalmente la saturación de transferrina) seguido de un análisis genético 
selectivo o la realización de un estudio genotipo/fenotipo, en el que el primer test es el análisis 
genético. En nuestro estudio de cribado de 5370 donantes se ha optado por la realización de un 
cribado genotipo/fenotipo para identificar así a todos los individuos con un genotipo de riesgo 
de desarrollar la enfermedad (genotipos C282Y/C282Y y C282Y/H63D) y evaluar su evolución 
con el paso de los años comprobando cuantos de ellos necesitarán de tratamiento. En el estudio 
4 individuos (1 hombre y 3 mujeres) (50% de individuos C282Y/C282Y) no hubiesen sido 
detectados mediante una estrategia fenotipo/genotipo ya que no presentan alteraciones 
bioquímicas, entendiéndose como tales la detección de niveles elevados tanto de ferritina sérica 
como de saturación de transferrina. El seguimiento de estos casos desvelará si estos individuos 
con el tiempo desarrollarán o no un aumento en los parámetros bioquímicos.  
 
En este estudio se han analizado grupos de sueros de genotipo conocidos, así como 
todos los sueros de aquellas personas con un genotipo C282Y/C282Y (n=8) y C282Y/H63D 
(n=74) (Tabla 16).  
La media de la saturación de transferrina en el grupo de homocigotos para la mutación 
C282Y (65 ± 32) presenta diferencias significativas respecto al grupo de heterocigotos 
compuestos (p<0,01), heterocigotos para la mutación C282Y (p<0,01), homocigotos para la 
mutación H63D (p<0,05) y con el grupo de negativos para la mutación C282Y y heterocigotos o 
negativos para la mutación H63D (p<0,001) (Tabla 16). También existen diferencias 
significativas en el valor de la saturación de transferrina entre el grupo homocigoto para la 
mutación H63D (42 ± 20) y el grupo de negativos para la mutación C282Y y heterocigotos o 
negativos para la mutación H63D (28 ± 11) (p<0,05).  
Respecto a los niveles de hierro la media de los valores para los homocigotos C282Y 
(170 ± 73) presenta diferencias significativas respecto al grupo de heterocigotos para la 
mutación C282Y y el grupo de negativos para la mutación C282Y y heterocigotos o negativos 
para la mutación H63D (p<0,01) (Tabla 16).  
Estas diferencias entre los grupos de genotipos y los parámetros de saturación de 
transferrina y niveles de hierro sérico son debidos a las diferencias existentes en el grupo de los 
hombres, ya que en mujeres no se han encontrado diferencias significativas. 
Los parámetros de ferritina sérica y la edad han sido valorados mediante un test no-
paramétrico (test U de Mann-Whitney) ya que no siguen una distribución normal. 
En la comparación de las edades los grupos H63D homocigotos y C282Y wt/H63D ht ó 
wt presentan diferencias significativas respecto al grupo de C282Y homocigotos (p<0,05) 
(Tabla 16). 
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Tabla 16. Parámetros bioquímicos en el estudio de 5370 donantes de sangre 
 
Genotipos N
M DT p M DT p m (rango) p m (rango) p
Hombres C282Y homocigoto 5 192 ± 67 74 ± 33 473 (18-1110) 36 (27-57)
Mujeres C282Y homocigoto 3 131 ± 79 51 ± 30 39 (35-91) 29 (24-62)
Todos C282Y homocigotos 8 170 ± 73 65 ± 32 223 (18-1110) 33 (24-62)
Hombres C282Y/H63D 44 117 ± 47 ** 39 ± 17 *** 76 (76-588) § 36 (19-66)
Mujeres C282Y/H63D 30 105 ± 76 34 ± 26 13 (4-110) § 26 (19-65)
Todos C282Y/H63D 74 112 ± 60 .052 37 ± 21 ** 38 (4-588) § 31 (19-66)
Hombres C282Y heterocigotos 18 89 ± 28 *** 32 ± 13 *** 81 (29-593) 35 (18-62)
Mujeres C282Y heterocigotos 8 99 ± 90 37 ± 38 13 (3-54) § 25 (19-31)
Todos C282Y heterocigotos 26 92 ± 53 ** 34 ± 23 ** 48 (3-593) 30 (18-62)
Hombres H63D homocigotos 13 135 ± 42 43 ± 12 ** 46 (8-213) § 26 (18-48)
Mujeres H63D homocigotos 12 127 ± 83 40 ± 27 26 (6-216) 21 (18-56) .050
Todos H63D homocigotos 25 131 ± 64 42 ± 20 * 36 (6-216) § 23 (18-56) §
Hombres C282Y wt/H63D ht ó wt 34 99 ± 33 *** 29 ± 10 *** 66 (6-243) § 29 (18-42) .050
Mujeres C282Y wt/H63D ht ó wt 17 92 ± 38 26 ± 11 15 (3-69) § 21 (18-52)
Todos C282Y wt/H63D ht ó wt 51 96 ± 34 ** 28 ± 11 *** 42 (3-243) § 27 (18-52) §
Hierro Sérico TS Ferritina Sérica Edad
ug/dL (%) ng/mL años
 
C282Y wt/H63D ht ó wt, individuos con genotipo negativo para la mutación C282Y y heterocigotos o negativos para 
la mutación H63D. 
M=media, DT= desviación típica; m=mediana. TS saturación de transferrina. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 diferencias significativas respecto al grupo C282Y homocigoto según el test 
ANOVA de comparaciones múltiples utilizando la corrección Bonferroni y asumiendo una distribución normal de los 
valores dentro de cada grupo, programa SPSS 10. 
§p<0,05 diferencias significativas respecto al grupo C282Y homocigoto según el test no-paramétrico U de Mann-
Whitney, programa SPSS 10. 
 
Dentro de cada uno de los genotipos existen diferencias significativas entre los valores 
de ferritina sérica respecto al sexo (p<0,001), presentando los hombres valores más elevados. 
Los valores de ferritina sérica en el grupo de homocigotos para la mutación C282Y presenta 
diferencias significativas respecto al grupo de heterocigotos compuestos, homocigotos para la 
mutación H63D y con el grupo de negativos para la mutación C282Y y heterocigotos o 
negativos para la mutación H63D (p<0,05), estás diferencias son más acusadas dentro del 
subgrupo de los hombres (Tabla 16).  
Todas estas comparaciones nos permiten concluir que la presencia del genotipo 
C282Y/C282Y esta asociado con una alteración de los parámetros bioquímicos, saturación de 
transferrina y ferritina sérica, sobretodo en hombres. Otros estudios también describen 
resultados similares (Beutler et al., 2002). 
 
El análisis de 5370 donantes de sangre está derivando en el estudio de familiares de 
estas personas, por lo que es probable que en un futuro se detecten más personas con un 
genotipo de riesgo para la HH. Actualmente se han estudiado 16 familiares de personas que se 
realizaron el estudio, de estos 16 familiares un 50% presentan la mutación C282Y en 
heterocigosis. 
En este estudio en el momento del diagnóstico, de los 8 pacientes detectados con un 
genotipo C282Y/C282Y 4 presentaban una bioquímica alterada (saturación de transferrina 
>50% y ferritina sérica >300 ng/ml), esto supondría que el genotipo C282Y/C282Y presenta 
una penetrancia incompleta del 50%, a la espera de ver si alguno de los otros individuos C282Y 
homocigotos presenta una alteración en los parámetros bioquímicos con el tiempo, lo que haría 
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necesario su inclusión en el tratamiento. Si diferenciamos por sexo, estos 4 individuos con 
genotipo C282Y/C282Y y bioquímica alterada son todos hombres (n=5) (media de edad 38 ± 
12) por lo que la penetrancia de la mutación C282Y sería de un 80% en hombres, en cambio 
ninguna de las mujeres (n=3) presentaba parámetros bioquímicos alterados en el momento del 
cribado (media de edad 38 ± 21). Así pues, podemos concluir que las mujeres con la mutación 
C282Y en homocigosis presentan una penetrancia más reducida de la enfermedad que los 
hombres, pudiéndose calcular esta penetrancia para los hombres (80%), y que al igual que se 
describe en otros estudios, la Hemocromatosis Hereditaria presentar una penetrancia diferente 
respecto al sexo, afectado en mayor grado a los hombres. 
Sólo 1 de los 74 individuos con un genotipo C282Y/H63D presentaba una bioquímica 
alterada, lo que nos da una penetrancia de dicho fenotipo del 1,35 % (0,0135). Esta baja 
penetrancia del genotipo C282Y/H63D concuerda con la publicadas en otros trabajos (1,5-
0,44%) (Feder et al., 1996; Jouanolle et al.,1996).  
 
La Hemocromatosis Hereditaria se ha descrito como la enfermedad genética 
monogénica más frecuente que afecta a personas de origen europeo. Estudios en poblaciones 
europeas han descrito frecuencias alélicas de la mutación C282Y de entre un 14 a un 1,3 % 
(Tabla 7, página 47 y 48). En España, la frecuencia alélica poblacional de la mutación C282Y, 
según este estudio de cribado de 5370 donantes de sangre, es de 3,16 % ± 0,34%, lo que permite 
realizar una estimación de 1 persona homocigota de cada 1004 (según la ley de Hardy-
Weinberg). La prevalencia del genotipo C282Y en nuestro estudio de 5370 donantes de sangre 
es de 1 en 671 (8 en 5370). Otros estudios poblacionales realizados en España describen una 
frecuencia alélica para la mutación C282Y de entre el 2,3 al 4,4% (Tabla7, página 46).  
Para la mutación H63D nuestro estudio detecta una frecuencia alélica del 20,80 % ± 
0,78%, valor comprendido entre las frecuencias descritas por otros autores (15,7 a 30,4%) al 
estudiar muestras de tamaño más reducido (Tabla 7, página 48). Es interesante remarcar que en 
la población Vasca es donde se ha encontrado la frecuencia alélica más elevada de la mutación 
H63D (30,4 y 27,5 %) (Merryweather-Clarke et al., 1997; Baiget et al., 1998).  
 
La HH es una enfermedad que presenta un periodo asintomático donde poder detectar a 
aquellas personas que desarrollaran la enfermedad. Mediante un análisis genético se pueden 
detectar aquellas personas homocigotas para la mutación C282Y del gen HFE y realizarles un 
seguimiento periódico de los valores bioquímicos de hierro para determinar cuando estas 
personas desarrollan una sobrecarga de hierro. Una vez detectada una sobrecarga de hierro, 
indicada por el incremento de la ferritina sérica, estas personas pueden someterse a tratamiento 
por flebotomías y así reestablecer y controlar los niveles de hierro corporales evitando un daño 
tisular irreversible. 
La sangre procedente de los pacientes de HH no presenta ninguna contraindicación 
biología para ser utilizada en transfusiones y actualmente se utiliza para este fin en algunos 
países (Noruega, Suecia, Sud-África y Canadá). En la actualidad, en España, solo limitaciones 
de ámbito legal impiden la utilización de esta sangre, ya que por una concepción anticuada y 
errónea no se permite la utilización para transfusiones de sangre de personas “no sanas” o de 
personas con enfermedades hepáticas debido a la asociación generalizada de enfermedad 
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hepática con la hepatitis vírica. En el caso de los enfermos de HH se ha publicado que no existe 
una frecuencia incrementada de hepatitis vírica en dichos pacientes respecto a la población 
general. Además ninguno de los 107 casos identificados como pacientes con HH en nuestro 
laboratorio presentan hepatitis vírica. Por lo tanto, En España es necesario una reforma de la ley 
y una interpretación más adecuada de casos como el de la sangre procedente de personas con 
Hemocromatosis para su uso en transfusiones, ya que además de ser una sangre que no presenta 
ningún impedimento a nivel biológico para su uso, los pacientes de HH son donantes 
reiterativos seguros y muy bien caracterizados. 
 
Actualmente se está llevando a cabo un debate sobre la conveniencia de realizar un 
cribado poblacional de la Hemocromatosis Hereditaria, debido a la alta prevalencia de la 
enfermedad. Para la realización de un cribado poblacional de una enfermedad además de 
presentarse con una frecuencia relativamente alta, el cribado debe ser coste-eficaz y la 
enfermedad debe tener una penetrancia elevada. A este respecto el último estudio sobre la 
penetrancia del genotipo C282Y/C282Y ha concluido que menos del 1% de individuos con este 
genotipo presentan manifestaciones clínicas de Hemocromatosis (Beutler et al., 2002), aunque 
artículos anteriores describen una penetrancia más elevada de entre el 20 al 80%. A pesar de la 
controversia sobre la penetrancia de la mutación C282Y, el genotipo C282Y/C282Y está 
asociado con un claro incremento de los parámetros bioquímicos de hierro. Es probable que se 
necesite del acúmulo de otros factores (ambientales y/o genéticos) para llegar al desarrollo de 
manifestaciones clínicas de la Hemocromatosis Hereditaria. Sin embargo ante la detección de 
un individuo con una bioquímica de hierro alterada y un genotipo de riesgo de Hemocromatosis 
no sería ético no aplicarle el tratamiento y el potencial de beneficio de una detección precoz de 
la enfermedad en estos individuos es evidente. 
Con nuestro estudio de cribado de 5370 donantes de sangre se han detectado 4 personas 
con una bioquímica alterada (50% de los casos) que, de no haberse detectado, probablemente 
hubieran desarrollado manifestaciones clínicas de HH, además otras 4 personas también 
presentan el genotipo C282Y/C282Y y aunque todavía no se ha observado una expresión 
fenotípica de la enfermedad (elevación de los parámetros bioquímicos) el seguimiento de estas 
personas en el tiempo desvelará cual es su evolución y se podrán tratar antes de que enfermen.  
En España y en otros países de Europa a diferencia de EE.UU. se dispone de un sistema 
de sanidad pública que se beneficiaría de hacer frente al coste de un cribado precoz de la 
enfermedad, respecto al no cribado y sus consecuencias (coste de un transplante hepático es de 
12.000.000 pesetas). Según nuestros estudios 1 de cada 1004 personas serían homocigotas para 
la mutación C282Y y por lo tanto podría desarrollar la enfermedad, esto supone un volumen de 
39.841 personas (España 40.000.000 habitantes), aún suponiendo una penetrancia del 50 % un 
total de 19.920 personas desarrollarían la enfermedad. En nuestro país con el cribado de 5370 
donantes de sangre se pretende dar el primer paso para abrir un debate interno sobre la 
necesidad del cribado de esta enfermedad, aplicado concretamente a nuestro país. 
 148
Resumen global de los resultados y discusión 
1.3.-Pacientes con Hemocromatosis sin el genotipo C282Y/C282Y o el genotipo 
C282Y/H63D  
 
Un pequeño porcentaje de nuestros pacientes diagnosticados de Hemocromatosis 
Hereditaria (8,4%) no presentan el genotipo C282Y/C282Y o el genotipo C282Y/H63D que son 
los genotipos descritos como responsables de la HH. Los 9 pacientes que actualmente 
disponemos con estas características se resumen en la tabla 17. Ninguno de estos pacientes 
presenta hepatitis vírica o enolismo. 
Debido que existen algunos casos publicados, aunque poco frecuentes, de nuevas 
mutaciones en el gen HFE (ver tabla 5, páguina 31) en estos pacientes se comenzó por 
secuenciar el gen HFE para determinar si existía alguna otra mutación o mutaciones distintas a 
la C282Y y a la H63D que pudiesen explicar la presencia de la enfermedad en estos casos.  
La secuenciación del gen HFE comprendió la zona codificante (exones 1 a 6), las zonas 
flanqueantes intrónicas-exónicas del gen HFE, la zona promotora (588 pb), la zona 3’ UTR 
descrita (exones 6 y 7a) y la zona 3’ UTR no descrita y presentada en esta tesis (exón 7b) (ver 
apartado 2.3). Ninguno de estos nueve pacientes presentan ninguna de las mutaciones del gen 
HFE descritas como causantes de la HH y recogidas en la tabla 5 (página 31) o mutaciones 
nuevas no descritas. La secuenciación del gen HFE en estos pacientes ha permitido la 
identificación de un total de 7 polimorfismos situados en regiones intrónicas, UTRs o en el 
promotor (Tabla 18). 
 
Tabla 17. Pacientes con HH sin el genotipo C282Y/C282Y o el genotipo C282Y/C282Y 
 
Edad Tratamiento Biopsia
Paciente Sexo edad Diagn. C282Y H63D Feblotomias Hepática Síntomas
(HII)
1 MLPB M 48 36 -/- -/- si si ( 3,6) Panhipopituitarisme Hermana
Amenorrea
Artritis
2 JMO H 56 46 -/- -/- si si (4,5) Artritis
3 FSB H 62 60 -/- -/- si no Diabetes Hermano
4 JACF H 52 49 -/- +/- si si (0,7) Asíntomático
Hemosiderosis hepática





6JTL H 57 44 -/- +/- sia sic Impotencia
Talasemia minor
7 MLM H 68 55 -/- -/- sia si ( 2,0) Cirrosis, HCC 
Talasemia minor
8 MBG M 72 66 -/- +/+ si si Cirrosis hepática
Transplante hepático
9 CAR M 74 51 -/- -/- si si (2,6) Cirrosis hepática
Familiaresb
 
Sexo: M: mujer, H: hombre. IHH: índice de hierro hepático. HCC: hepatocarcinoma.  
a intolerancia a las flebotomías por talasemia minor. b familiares con síntomas o signos de sobrecarga de hierro. 
C Biopsia hepática realizada fuera del Hospital Clínico. 
 
La identificación de una parte previamente no descrita del gen HFE, en el 3’UTR, (ver 
apartado 2.3), a parte de completar la caracterización básica del gen, abría la posibilidad de la 
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presencia de nuevas mutaciones en esta zona no descrita y por lo tanto no secuenciada en 
aquellos pacientes con HH y sin los genotipos C282Y/C282Y o C282Y/H63D. La HH es debida 
principalmente a la mutación C282Y del gen HFE que impide la unión con la proteína β-2MG y 
el transporte del complejo a la membrana (Waheed et al., 1997), por lo que la mutación anula la 
función de la proteína. Se ha descrito que mutaciones en el 3’UTR pueden producir un mRNA 
más inestable o interferir en el procesamiento y la exportación citoplasmática del mRNA, estos 
mecanismos impiden una adecuada traducción y dan lugar a unos niveles nulos o bajos de la 
proteína (Conne et al., 2000). Por tanto, una mutación en el 3’ UTR del gen podría explicar la 
aparición de Hemocromatosis en pacientes sin las mutaciones C282Y o H63D. A pesar de esto, 
la secuenciación de esta zona 3’ UTR no ha resultado en la detección de ninguna mutación 
causante de Hemocromatosis y solo se ha identificado el polimorfismo C-T en la posición 760 
del exón 7 (Tabla 18). 
 
Las variantes del gen HFE –467 G/C, -410 A/C, IVS2+4 T/C y exón 7 +124 G/C así 
como sus frecuencias en la población general han sido descritas en el artículo 2 incluido en la 
presenta tesis y titulado: Hereditary Hemochromatosis in Spain. Genetic Testing 2000; 4 
(2):171-6.  
 
Tabla 18. Variantes del gen HFE detectados en pacientes sin genotipo C282Y/C282Y o C282Y/H63D. 
 
Exón 2 Intrón 2 Exón 4
-467 G-C -410 A-C H63D C-G IVS2+4 T-C C282Y G-A IVS4-50 A-G IVS4-44 T-C G-C base 124 C-T base 760
1 MLPB G/C A/A C/C T/C G/G G/G T/C G/G T/T
2 JMO G/C A/A C/C T/C G/G G/G T/T G/C C/T
3 FSB G/G A/C C/C T/C G/G G/G T/T G/G C/C
4 JACF G/G A/A C/G C/C G/G G/G T/T G/C C/C
5 ASJ G/C A/A C/G T/C G/G G/G T/T G/G C/C
6 JTL G/G A/A C/G T/C G/G G/G T/T G/G C/T
7 MLM G/C A/A C/C T/T G/G G/G T/T G/G T/T
8 MBG G/C A/A G/G C/C G/G G/G T/T G/G C/C
9 CAR G/G A/A C/C T/T G/G G/G T/T G/G C/T
Intrón 4 Exon 7-3'UTRPromotor
 
 
IVS intron variant sequence 
 
El polimorfismo –410 A/C presente en la región promotora del gen HFE y detectado en 
estado heterocigoto tanto en un paciente español de HH como en uno italiano fue estudiado más 
a fondo debido a que existía un elemento de transcripción predicho (HFH2, hepatic factor 
homologue 2) en la zona. Mediante experimentos de band-shift o retardo en gel se estudió si la 
presencia del polimorfismo podía afectar a la transcripción del gen HFE alterando la unión de 
proteínas reguladoras de la de transcripción. El experimento consistió en la creación de dos 
sondas una con la mutación y la otra sin ésta y la realización del band-shift con extractos 
nucleares de riñón de rata. Los resultados revelaron dos bandas de retardación en el gel que 
indican la unión de proteínas nucleares a la sonda, sin embargo ambas bandas se detectaron 
también en la sonda mutada y ésta competía en frío específicamente por el extracto nuclear lo 
que indica que el cambio no altera la unión de las proteínas nucleares a la sonda en las 
condiciones del experimento (Fig. 13). Por lo tanto podemos concluir que la presencia del 
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polimorfismo –410 A/C presente en la región promotora del gen HFE no afecta la unión de 




Figura 13. Experimento de retardo en gel del polimorfismo –410 A/C del promotor del gen HFE. 
 
 
En colaboración con el grupo italiano de Dr. Antonello Pietrangelo (Moneda, Italia) se 
secuenciaron 896 pb del gen HFE que comprenden a 588 pb de la zona promotora más el exón 
1(5’ UTR y codificante) en 25 pacientes italianos de HH sin las mutaciones C282Y ni H63D. 
Un cambio en heterocigosis en el 5’ UTR -48 C/G se detectó de uno de estos pacientes (Fig. 
14). Este cambio no fue detectado en 100 cromosomas de donantes de sangre ni ha sido descrito 
anteriormente. La presencia de esta variación fue comprobada mediante PCR seguida de 
digestión enzimática con el enzima MwoI (Fig. 14). 
En este paciente no se tiene constancia de la presencia de ninguna otra mutación en el 
gen HFE. En la literatura se han descrito otros dos casos de pacientes con Hemocromatosis 
Hereditaria en los que sólo se ha detectado una mutación en heterocigosis (mutación R330M y 
mutación P160∆C, ver tabla 5 página 33) (de Villiers et al. 1999a; Pointon et al., 2000). Ante la 
falta de detección de una segunda mutación en el gen HFE en estos casos, se puede hipotetizar 
que mutaciones en otros genes podrían contribuir a la aparición de la enfermedad en sinergismo 
con mutaciones en heterocigosis halladas en el gen HFE o que en ciertos casos mutaciones en 
heterocigosis en el gen HFE puedan actuar de forma dominante. 
La mutación -48 C/G coincide con un potencial elemento regulador llamado caja C/G 
que une al factor de transcripción Sp1. Este elemento regulador ha sido recientemente implicado 
,en estudios preliminares, en la transcripción del gen HFE (BIOIRON 2001, Mura et al., 2001). 
Por lo tanto este cambio podría estar implicado en la disminución de la transcripción del gen 
HFE y representar una nueva mutación no descrita o en su defecto un polimorfismo de baja 
frecuencia. 
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Figura 14. Variante –48 C/G hallada en un paciente italian
controles, 2: paciente Italiano sin las mutaciones C282Y o H63
 
 
Recientemente se ha descrito la existencia
HFE4) con mutaciones en el gen TFR2 y FPN1, re
clínica que presentan los pacientes descritos con H
muy similar a una Hemocromatosis Hereditaria tip
dichos genes en nuestros 9 pacientes que no p
C282Y/H63D. La zona codificante de estos gene
intrónica se secuenció en estos pacientes en busca d
la clínica que presentan. 
La secuenciación del gen FPN1 en nuestro
C282Y/H63D del gen HFE reveló la presenci
trinucleótido (CGG)n presente en la zona 5’ al ex
(exón 1) y una mutación sinónima V221V presen
estudio de las frecuencias poblacionales de estos p
SSCP (V221V, Fig. 15) y PCR seguida de digesti
C-G). Las frecuencias alélicas de los distintos p
entre el grupo de controles y el de pacientes. 
 




1 MLPB 8-8 G/G
2 JMO 8-7 G/C
3 FSB 7-7 G/C
4 JACF 8-7 G/G
5 ASJ 8-7 G/C
6 JTL 8-7 G/G
7 MLM 8-8 G/G
8 CAR 8-7 G/G




C/C genotipoo con HH. Gel agarosa: M: marcador 1kb, 1,3,4 y 5: 
D del gen HFE. 
 de otros tipos de Hemocromatosis (HFE3 y 
spectivamente (ver sección I.2.3 y I.2.4). La 
emocromatosis tipo 3 y 4 es muchas veces 
o 1, por lo que se abordó la secuenciación de 
resentaban el genotipo C282Y/C282Y o el 
s, así como la región flanqueante exónica-
e posibles mutaciones que pudiesen explicar 
s pacientes sin el genotipo C282Y/C282Y o 
a de 4 polimorfismos: una repetición del 
ón 1, 2 polimorfismos en la región 5’ UTR 
te en el exón 6 del gen FPN1 (Tabla 19). El 
olimorfismos se abordó mediante análisis por 
ón enzimática (polimorfismos –98 G-C y –8 
olimorfismos no difieren significativamente 
el genotipo C282Y/C282Y o C282Y/H63D. 
Exón 6
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La secuenciación del gen TFR2 reveló la presencia de 2 polimorfismos intrónicos 




Fig. 15. Detección de la mutación sinónima V221V del exón 6 del gen FPN1. 
 
 Otros trabajos donde también se ha estudiado los genes TFR2 y FPN1 en pacientes sin 
un genotipo descrito como causante de Hemocromatosis tampoco han revelado la presencia de 
nuevas mutaciones que pudiesen explicar la clínica de estos pacientes (Aguilar-Martínez et al., 
2001; Lee et al., 2001). En estos estudios se ha concluido que las mutaciones detectadas en el 
gen TFR2 y el gen FPN1 son poco frecuentes y exclusivas de ciertas familias y/o individuos. 
Otros genes candidatos del metabolismo del hierro como la ceruloplasmina, el TFR clásico, la 
β2M y las ferritinas H y L también han sido estudiados en pacientes con sobrecarga de hierro y 
sin mutaciones en el gen HFE; no obstante hasta la fecha no se ha descrito ninguna mutación en 
estos genes causantes de la sobrecarga de hierro de estos pacientes (Beutler, 2001). Por lo tanto 
todavía queda por identificar la causa genética de la sobrecarga de hierro en unos pocos 
pacientes de HH, y queda abierta la posibilidad de que mutaciones en otros genes implicados en 
el metabolismo de hierro (conocidos o no) den lugar a una Hemocromatosis. 
 
2.-Estudio del gen HFE 
 
2.1.-Estudio de la región promotora del gen HFE en humano, rata y ratón. 
 
Como inicio al estudio de la HH desde una vertiente más básica nos planteamos el 
estudio y caracterización de la zona promotora del gen HFE en distintas especies. Debido a la 
estrategia seguida para descubrir el gen responsable de la HH en la que se secuenciaron 250 kb 
de la zona del cromosoma 6 donde liga la enfermedad, ya se disponía de una amplia región 
secuenciada que comprendía la región promotora del gen HFE en la especie humana, pero al 
iniciar el estudio no se disponían de la secuencia promotora del gen HFE en rata ni en ratón, por 
lo que nos propusimos clonar y secuenciar esta región en rata y ratón.  
Para la clonación y secuenciación de la región promotora del gen HFE en rata y ratón se 
siguió una estrategia llamada Promoter Finder Construction en la que se crea unas genotecas de 
DNA cortadas con diferentes enzimas de restricción que crean extremos romos (EcoRV, DraI, 
PvuII, StuI y ScaI); a este DNA se le liga unos adaptadores y se realiza unas amplificaciones por 
touch-down PCR con primers situados en el adaptador y primers situados en la región más 5’ 
conocida.  
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Mientras se llevaba a cabo esta estrategia apareció publicada la secuencia de ratón de la 
zona promotora (GenBank número AF007558) por lo que nos centramos más en conseguir la de 
rata. 
Mediante la estrategia descrita se obtuvieron 3 bandas de productos de PCR de 2.8, 1.6 
y 1.4 kb correspondientes a la zona promotora de rata. Se clonaron y secuenciaron 1398 pb 
correspondientes a la zona promotora de rata del gen HFE y previamente no descritos. La 
secuencia fue introducida en el GenBank con el número de acceso AJ005007. 
Una vez obtenida la secuencia de rata se procedió a un análisis comparativo de las 
secuencias promotoras de rata, ratón y humano. Mediante herramientas computacionales de 
predicción de factores de transcripción (programas MatInspector, http://transfac.gbf.de/cgi-
bin/matSearch/matsearch.pl, y SignalScan, http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/signal/) se 
analizaron y compararon 1000 pb de las secuencias de humano, rata y ratón desde la secuencia 
del ATG hacia el 5’. Este análisis reveló la presencia de elementos de regulación génica, 
identificándose 10 elementos reguladores conservados (GATA, NF-IL6, AP1, AP2, CREB, 
PEA3, γ-IRE, GFI1, HNF-3β y HFH2). 
A continuación se pasó a realizar experimento de band-shift o de retardo en gel para 
determinar si la presencia de algunos de estos elementos reguladores detectados 
computacionalmente en la secuencia promotora de rata eran reconocidos por proteínas 
procedentes de extractos nucleares de hígado de rata. Para ello se diseñaron 7 parejas de 
oligonucleótidos que fueron utilizadas como sondas en los experimentos de band-shift (ver 
A1.4). La especificidad del retardo en gel se demostró por competencia con sondas no marcadas 
y con sondas de tamaño parecido pero secuencia diferente (sondas inespecíficas). Cuatro de 
estas parejas de oligonucleótidos revelaron una unión específica de proteínas nucleares, estas 
cuatro sondas contiene la secuencia de DNA necesaria para la unión de los siguientes factores 
de transcripción predichos: γ-IRE, GATA, HFH2, AP1, CREB y NF-IL6. 
Todos estos resultados se han publicado en el artículo 3 que se incluye en la presente 
tesis titulado: Cloning, sequencing and characterization of the rat HFE promoter. Comparison 
of the human, mouse and rat hemochromatosis HFE promoter regions. Gene 1998; 225: 77-87. 
Los elementos reguladores de unión a la familia de factores de transcripción GATA 
identificados en el promotor del gen HFE humano y de roedor por análisis computacional, así 
como en nuestros experimentos de retardo en gel con sondas correspondientes al promotor de 
rata, también han sido implicados en la regulación de la transcripción del gen HFE en estudios 
preliminares realizados por otro grupo y recientemente presentados en el congreso BIOIRON 
2001 (Mura et al., 2001). 
 
 Debido a la homología estructural de la proteína HFE con las proteínas del MHC de 
clase I se comparó la región promotora del gen HFE humano con los promotores de los genes 
del MHC de clase I clásico HLA-A2, HLA-B39 y HLA-Cw1 y con el promotor del gen del 
MHC de clase I no clásico HLA-G (Fig. 16) (Números de GenBank utilizados: L36528, 82912, 
M16272, L36549 y Z92910). La alineación de todas estas secuencias promotoras revelaron que 
los elementos reguladores típicos de los genes del MHC de clase I clásicos están o bien mutados 
(enhancer B, Fig. 16) o bien deleccionados (enhancer A y secuencia IRS, Fig. 16) tanto en el 
promotor del gen HLA-G como en el promotor del gen HFE. Por lo tanto, a pesar de la similitud 
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a nivel de estructura proteica del gen HFE humano con los genes del MHC de clase I clásicos, la 
regulación transcripcional del gen HFE no está mediada por las cajas reguladoras descritas en 




Figura 16. Comparación de las regiones promotoras de los genes del MHC de clase I clásicos HLA-A2, HLA-B39 y 
HLA-Cw1 y los genes del MHC de clase I no-clásicos: HLA-G y HFE. Los nucleótidos en negrita de la secuencia del 
HLA-A2 indican la presencia de secuencias reguladoras (TATA box, CAAT box, enhancer A y B y secuencia IRS, 
interferon response sequence). Los nucleótidos en negrita de las secuencias del HLA-G y del HFE indican la presencia de 
cambios en las cajas reguladoras. La posición de los nucleótidos se indica con referencia al ATG (A = +1). 
 
Para continuar con el estudio del promotor del gen HFE se llevó a cabo experimentos de 
Reporter Gene con luciferasa en colaboración con el laboratorio del Dr. Gabriel Pons y del Dr. 
Joan Gil del departamento de Ciencias Fisiológicas II, Campus de Bellvitge, Universidad de 
Barcelona. En este estudio se diseñaron y clonaron 3 fragmentos de 685, 1151 y 1505 pb que 
comprendían al 5’ UTR y la región promotora del gen HFE humano. El vector utilizado fue 
pGL2Basic (Promega), el método de transfección fue por fosfato calcio en células de la línea 
celular HepG2, comúnmente utilizadas como modelo de células de hígado. En el esquema de la 
figura 17 se pueden apreciar las construcciones realizadas y el resultado del estudio de Reporter 
Gene. 
En el experimento se puede observar como las construcciones más pequeñas presentan 
por sí sola una actividad promotora mayor, lo que apunta hacia la existencia de regiones 
represoras en las regiones más alejadas del inicio de transcripción. Este resultado concuerda con 
los resultados preliminares presentados por un grupo independiente en el congreso BIOIRON 
2001 (Mura et al., 2001). Este grupo obtuvo la máxima actividad promotora en su ensayo de 
Reporter gene con luciferasa también con su construcción más pequeña (558 pb).  
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Figura 17. Experimento de Reporter gene con luciferasa en el promotor del gen HFE humano. DS: desviación 
standard. 
 
Debido a que los ésteres de forbol han sido descritos como activadores génicos de genes 
del MCH de clase I y II (Brockmann et al., 1999; Setterblad et al., 1998) quisimos analizar que 
efecto producían sobre la actividad promotora del gen HFE. Así pues la construcción más larga 
(1505 pb) fue también analizada tras la incubación de las células con 100 nM de TPA (12-O-
tetradecanoyl-13-phorbol acetate) durante 7 horas. Nuestro experimento confirma el papel de 
activador génico del TPA ya que la construcción incubada con TPA presenta la mayor actividad 
promotora. 
El mecanismo por el cual se ha descrito la activación de genes del MHC de clase I y II 
por ésteres de forbol es vía la inducción de la expresión del factor de transcripción AP1 por 
PKC (Brockmann et al., 1999; Setterblad et al., 1998). En la región promotora del gen HFE 
humano y de roedor hemos predicho la existencia de elementos reguladores de unión a AP1 y 
experimentos de retardo en gel en secuencias del promotor de rata han revelado la unión de 
proteínas nucleares a sondas que contienen estos elementos AP1 (sondas B y D del artículo 3). 
Por lo tanto la activación génica del gen HFE por el éster de forbol TPA podría realizarse por la 
misma vía descrita para los genes del MHC de clase I y II. 
 
2.2.-Formas de splicing del gen HFE 
 
La estructura del gen HFE humano se ha descrito en comparación con su homología con 
las proteínas HLAs, así pues la parte transcrita del exón 1 codificaría para un péptido leader, los 
exones 2, 3 y 4 corresponderían a los dominios de inmunoglobulina α1, α2 y α3, el exón 5 
comprendería al domino transmembrana y la zona traducida del exón 6 sería la cola corta 
citoplasmática. Los dominios α2 y α3 en las moléculas del HLA tienen la función de presentar 
péptidos antigénicos a las células T.  
En la actualidad se conocen la existencia de diferentes formas de splicing alternativo del 
gen HFE humano (Rhodes et al., 1999; Jeffrey et al., 1999b; Thénié et al., 2000). Las formas de 
splicing descritas consisten principalmente en la eliminación de exones enteros. En la presente 
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tesis se describe la detección de 5 formas de splicing alternativos del gen HFE (3 de las cuales, 
AJ249335, AJ250635 y AJ249338, no habían sido previamente descritas) detectadas tras la 
retrotranscripción de mRNA de células HepG2, línea celular comúnmente utilizada como 
modelo de células de hígado (Fig. 18). Todas las formas de splicing detectadas fueron 
introducidas en la base de datos del GenBank (números de accesos: AJ249335, AJ249336, 
AJ249337, AJ249338 y AJ250635). 
La forma de splicing descrita por Jeffrey y colaboradores (1999b) que carece del exón 5 
y por lo tanto de la región transmembrana de la proteína dando lugar a una proteína soluble, no 
ha sido detectada en los análisis de RT-PCR realizados en células HepG2. 
Actualmente se desconoce si estas formas de splicing descritas presentan algún papel 
biológico en el metabolismo del hierro y es posible que estas 3 nuevas formas de splicing 
descritas sean específicas de la línea celular HepG2. 
Estos resultados fueron publicados en el artículo presente en esta tesis que lleva por 
nombre: Complete characterization of the 3’ region of the human and Mouse Hereditary 
Hemochromatosis Gene and detection of novel splicing forms. Blood Cells, Molecules and 




Figura 18. Formas de splicing del gen HFE detectadas en la línea celular HepG2. 
 
2.3.-La región 3’ UTR del gen HFE en humano y ratón. 
 
En el artículo del descubrimiento del gen HFE: Feder et al., (1996) A novel MHC class 
I-like gene is mutated in patients with hereditary haemochromatosis. Nature Genet. 13: 399-408  
se presenta un Northern Blot con diversos tejidos humanos y se precisa que el tamaño del 
mRNA es de 4,1 kb, posteriores trabajos han reportado incluso tamaños mayores (6,1 kb y 5,7 
kb) y nuestros experimentos de Northern Blot también han detectado una banda mayoritaria de 
4,2 kb utilizando una sonda específica de la zona codificante del gen HFE. Teniendo en cuenta 
que el cDNA depositado en la base de datos era de solo 2,7 kb (GenBank número U60319) 
quedaban por descubrir como mínimo 1,4 kb del mRNA del gen HFE, que podrían estar 
 157
Resumen global de los resultados y discusión 
presentes tanto en el 5’ UTR como en 3’UTR del gen. Por otro lado la secuencia descrita de 
ratón (AF007558) no presentaba la señal de poliadenilación lo que supone que la secuencia 
tampoco estaba completa. 
A partir de estos datos nos propusimos extender el gen HFE en humano y en ratón, para 
lo cual se empezó por comparar la secuencia genómica presente en el banco de datos (humana: 
U91328, ratón: NM010424) con la base de datos de EST (Expressed sequence tags) del 
GenBank usando el programa BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Previamente a la 
comparación de las secuencias con el GenBank se ocultaron o enmascararon las secuencias 
repetitivas para evitar obtener EST que contuviesen secuencia repetitiva, para ello se utilizó el 
programa Repeat Masker (http://ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker). La 
comparación con la base de datos reveló una serie de ESTs tanto en humanos como en ratón.  
 
En humanos se detectaron 3 ESTs (AI760080, AI290427 y AI278822) que distaban del 
final del exón 7 entre 648 pb a 1054 pb. Estos ESTs fueron comprados al consorcio I.M.A.G.E 
(http://image.llnl.gov/) y fueron totalmente secuenciados en un secuenciador LICOR 4000L 
obteniéndose un contigo de 1246 pb que se encontraba a 267 pb del final del exón 7. A 
continuación se diseñaron primers para comprobar si la secuencia de los ESTs pertenecía al gen 
HFE en forma de un nuevo exón o pertenecía al exón 7, para ello se diseñaron 2 primers (ver 
A1.3) uno en la zona del contigo de ESTs y otro en el exón 6 y se realizaron experimentos de 
RT-PCR. Por RT-PCR se detectó una banda de 1205pb correspondiente a la secuencia del 
cDNA en todos los tejidos analizados (bazo, testículo, hígado, músculo, intestino delgado, 
intestino grueso, páncreas , pulmón, leucocitos, riñón y la línea celular HepG2), la amplificación 
procedente de bazo y riñón fueron clonadas y secuenciadas. Además se diseñaron primers (ver 
A1.3) para la realización de experimentos de 3’ RACE que confirmasen la existencia de esta 
nueva región del cDNA del gen HFE (Fig. 18) y se realizaron varios Northerns Blots con sondas 
correspondientes a los nuevos ESTs y a la zona codificante. Por lo tanto mediante la 
combinación de estas estrategias, búsqueda de ESTs mediante BLAST, RT-PCR, 3’-RACE 
(rapid amplification of cDNA ends) y Northern Blot, se consiguió alargar la parte 3’UTR del 
gen HFE humano en 1512 pb previamente no identificadas, con lo que el exón 7 del gen HFE 
humano pasó de tener 432 pb a tener 1944 pb, siendo el exón más largo y presentando dos 
secuencias consensos de señal de poliadenilación (la primera AATAAA en la base 411 a la 416 
del exón 7 y la segunda ATTAAA en la base 1923 a la 1928 del exón 7) (Fig. 19). Esta nueva 
secuencia fue registrada en el banco de datos del GenBank con el número AJ404378.  
En humano la técnica de 3’-RACE permitió además descubrir dos nuevas formas de 
terminación del gen HFE ambas en el exón 6 (Fig. 19). La forma 6a se adentra 427 pb en el 
intrón 6 y presenta una secuencia AATAAA de señal de poliadenilación (GenBank número: 
AJ298839). La segunda forma (forma 6b; GenBank número: AJ298840) se adentra en el intrón 
6 286 pb, presenta dos posibles secuencias de señal de poliadenilación ambas con secuencia 
AATAAA y mediante análisis comparativo BLAST con la base de datos de los ESTs se 
detectaron varias secuencias correspondientes a ESTs de glioblastoma con idéntica terminación, 
lo que reafirma la existencia de esta forma.  
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Figura 19. Representación esquemática del gen HFE humano con las nuevas secuencias descritas. 
 
En ratón mediante experimentos de 3’-RACE se alargó la secuencia del último exón, en 
este caso el exón 6, en 167 pb y se identificó la secuencia de poliadenilación previamente no 
descrita, secuencia AATAAA en la base 558 del exón 6 (Fig. 20). Esta nueva secuencia fue 
registrada en el banco de datos del GenBank con el número AJ298838. 
Estos resultados fueron publicados en el artículo presente en esta tesis que lleva por 
nombre: Complete characterization of the 3’ region of the human and Mouse Hereditary 
Hemochromatosis Gene and detection of novel splicing forms. Blood Cells, Molecules and 




Figura 20. Representación esquemática del gen HFE murino con las nuevas secuencias descritas. 
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Con posterioridad se han identificado nuevos EST de ratón (BE447697, BE447079 y 
BE948921) que han permitido alargar aún más el 3’UTR de ratón en 1823 pb adicionales 
mediante RT-PCR a partir de un primer situado en el exón 5 (Ex5.U) y de otro situado en la 
zona de estos nuevos ESTs (MEST.L) partiendo de RNA de hígado (Fig. 20 y 21). También se 
realizaron experimentos de 3’ RACE (primers: mrace1, mrace2) para verificar y completar la 
secuencia. En conclusión, el exón 6 del gen HFE murino presenta un total de 2401 pb y dos 
señales de poliadenilación. Esta nueva secuencia fue registrada en el banco de datos del 
GenBank con el número AJ306435.  
Esta nueva secuencia del gen HFE en murino (forma 6b Fig. 20) fue presentada en el 
póster: Extending Human and Mouse Hereditary Hemochromatosis HFE mRNA, presentado en 
el congreso BIOIRON 2001 celebrado en Cairns, Australia. 
 
En el apéndice A2 se presentan dos tablas (tabla A2.1 y A2.2) donde se describen los 
ESTs humanos y murinos presentes en la región del gen HFE y detectados mediante el 




Figura 21. RT-PCR y 3’RACE en el gen HFE de ratón. 
 
La identificación de todas estas nuevas secuencias pertenecientes al gen HFE humano y 
murino ha permitido completar la caracterización básica del gen en ambas especies. La alta 
complejidad de formas de splicing presentes en el mRNA del gen HFE, la existencia de 
diferentes colas 3’UTR y el bajo grado de expresión del gen en todos los tejidos hace muy 
difícil la asignación de una forma concreta a las bandas detectadas por Northern Blot, muchas 
de estas formas descritas pueden ser minoritarias, y no se saben si presentan alguna relevancia a 
nivel de estabilidad del mRNA o a nivel proteico.  
 
3.-Líneas de futuro 
 
 La presentación y exposición de un trabajo experimental siempre abre nuevas hipótesis 
que corroborar y que permitan avanzar en el conocimiento del tema que se investiga.  
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En la presente tesis se describe la mutación C282Y en homocigosis como la causa 
principal de la Hemocromatosis Hereditaria. No obstante también se han descrito 9 pacientes en 
los que no se presenta ninguno de los dos genotipos asociados con la enfermedad 
(C282Y/C282Y y C282Y/H63D). La secuenciación del gen HFE y de los genes TFR2 y FPN1 
no han resultado en la detección de nuevas mutaciones que puedan explicar la aparición de la 
enfermedad. Actualmente se está llevando a cabo unas campañas de recolección de pacientes 
con iguales características y de sus familiares. En estos casos se pretende realizar estudios de 
asociación con microsatélites de los cromosomas donde se encuentran los genes HFE, TFR2 y 
FPN1 para analizar si la enfermedad cosegrega con marcadores cercanos a alguno de estos 
genes y acotar de esta forma el gen responsable de estos casos. Hay que tener en cuenta que la 
existencia de una penetrancia incompleta de la enfermedad dificulta este tipo de estudios, ya que 
hermanos jóvenes de pacientes afectos podrían ser también afectos y ser asintomáticos en el 
momento del estudio. Tampoco se descarta la posibilidad de analizar en estos pacientes nuevos 
genes de reciente implicación en el metabolismo del hierro como es el caso de la hepcidina. 
Además queda por analizar la posible alteración de la transcripción del gen HFE 
producida por la mutación –48 C/G y hallada en un paciente italiano con Hemocromatosis 
Hereditaria. 
Otra línea de investigación que también se quiere abordar es el estudio de la expresión 
de los genes implicados en el metabolismo del hierro como factores contribuyentes a una 
expresión fenotípica diferencial de la Hemocromatosis en pacientes que presentan un mismo 
tipo de mutación en el gen HFE. Para estos análisis se pretende recurrir a estudios con 
microarrays en tejidos de biopsias hepáticas, duodenales y muestras sanguíneas.  
La caracterización de la región promotora del gen HFE presentada en esta tesis pretende 
ser un primer paso para profundizar en la regulación génica del gen HFE. De igual manera los 
experimentos de Reporter gene presentados y la activación por TPA del gen HFE en la línea 
celular HepG2 deben ser complementados con más estudios que revelen la concreta identidad 
de los factores de transcripción implicados y que resuelvan las hipótesis que se han formulado al 

















































1.- En España la Hemocromatosis Hereditaria está causada principalmente por mutaciones en el 
gen HFE (91,6% de 107 pacientes con HH analizados). Un 69,2% de pacientes españoles 
afectos de Hemocromatosis Hereditaria presentan la mutación C282Y del gen HFE en 
homocigosis y un 22,4% son heterocigotos compuestos para las mutaciones C282Y y H63D del 
gen HFE. 
2.- La frecuencia alélica poblacional de la mutación C282Y del gen HFE en 5370 donantes de 
sangre es del 3,16% ± 0,34%. Esta frecuencia permite realizar una estimación para España de 1 
individuo homocigoto para la mutación C282Y del gen HFE de cada 1004 y de 1 individuo 
portador de la mutación C282Y de cada 16. 
3.- La frecuencia alélica poblacional de la mutación H63D del gen HFE en 5370 donantes de 
sangre es del 20,80% ± 0,78%. Esta frecuencia es una de las más altas que se han descrito en 
todo el mundo.  
4.- El estudio de las mutaciones C282Y y H63D del gen HFE en un total de 5370 donantes de 
sangre permitió identificar a 8 homocigotos para la mutación C282Y y a 74 heterocigotos 
compuestos para las mutaciones C282Y y H63D. Cuatro de los 8 homocigotos detectados 
presentaban parámetros bioquímicos (ferritina y saturación de transferrina) elevados, tres de los 
cuales han iniciado el tratamiento. Solo 1 de 74 heterocigotos compuestos presentaba 
parámetros bioquímicos alterados, lo que permite calcular una penetrancia del genotipo 
C282Y/H63D del gen HFE respecto a un fenotipo bioquímico alterado del 1,35%. 
5.- Los valores bioquímicos de ferritina y saturación de transferrina en personas con el genotipo 
C282Y/C282Y del gen HFE son significativamente más elevados respecto a los valores de los 
restantes genotipos. 
6.- La Hemocromatosis Hereditaria presenta una penetrancia incompleta y diferente respecto al 
sexo afectando en mayor grado a hombres que a mujeres. La penetrancia de la mutación C282Y 
del gen HFE en homocigosis respecto de un fenotipo de alteración bioquímica es de un 80% en 
hombres. 
7.- El genotipo heterocigoto compuesto C282Y/H63D del gen HFE es significativamente más 
frecuente en pacientes con Hemocromatosis Hereditaria que en nuestra población general. 
8.- Un 8,4% de pacientes con Hemocromatosis Hereditaria no presentan el genotipo 
C282Y/C282Y o el genotipo C282Y/H63D del gen HFE descritos como causantes de la 
enfermedad. En estos pacientes la secuenciación de los genes HFE, Ferroportina 1 (FPN1) y 
receptor de transferrina 2 (TFR2) no ha revelado la presencia de ninguna mutación que pueda 
explicar la clínica presente en dichos pacientes, por lo que mutaciones en otros genes 
implicados en el metabolismo del hierro pueden ser responsables de estos casos. 
9.- Se ha detectado la mutación –48 C/G situada en la región 5’ UTR del gen HFE en 
heterocigosis en un paciente Italiano con Hemocromatosis Hereditaria y sin las mutaciones 
C282Y o H63D del gen HFE. 
10.- El estudio por retardo en gel del polimorfismo –410 A/C situado en la zona promotora del 
gen HFE y donde estaba predicho la unión del factor de transcripción HFH2 ha revelado la 
existencia de dos bandas de retardo en gel usando extractos nucleares de rata. Sin embargo, este 
patrón no se ve alterado por la presencia de uno u otro alelo, por lo que la presencia del 
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polimorfismo –410 A/C en las condiciones utilizadas in vitro no es determinante para la unión 
de lo o los factores de transcripción que puedan unirse a la zona. 
11.- Se han identificado 1398 pb de la región promotora del gen HFE de rata que han sido 
comparadas computacionalmente con la región promotora del gen HFE de ratón y humana 
identificándose 10 elementos reguladores conservados (GATA, NF-IL6, AP1, AP2, CREB, 
PEA3, γ-IRE, GFI1, HNF-3β y HFH2). 
12.- El estudio por retardo en gel de la región promotora de rata del gen HFE ha permitido 
identificar uniones especificas de proteínas nucleares de rata en regiones con los siguientes 
elementos de regulación predichos: γ-IRE, GATA, HFH2, AP1, CREB y NF-IL6. 
13.- El estudio mediante Reporter Gene con luciferasa del promotor humano del gen HFE ha 
revelado que el fragmento más pequeño analizado (685 pb) presenta la mayor actividad 
promotora y que la incubación con el éster de forbol TPA incrementa la transcripción génica del 
gen HFE. 
14.- Se han identificado mediante RT-PCR 5 formas de splicing alternativo del gen HFE 
humano en la línea celular HepG2, 3 de ellas previamente no descritas. 
15.- En el estudio de la región UTR del gen HFE humano y murino, mediante una estrategia 
combinada de búsqueda de EST, experimentos de RT-PCR, RACE y Northern Blots, se ha 
extendido las correspondientes regiones 3´ UTR en 1512 y 1990 pb de los exones 7 y 6, 
respectivamente. 
16.- A través de experimentos de 3’RACE se han identificado 2 nuevas formas de terminación 




















































 Debido al formato de recopilación de artículos en el que se basa la presentación de esta 
tesis he creído conveniente la introducción de un apartado en forma de apéndice en el que se 
incluyen una serie de datos y documentos importantes; de esta forma se pretende facilitar 
la rápida consulta de dichos datos.  
  
Los datos que aquí se presentan son varias tablas en las que se describen los primers 
utilizados para los diferentes experimentos que se describen en esta tesis, además de dos 
tablas de ESTs (humanos y murinos) identificados mediante la comparación de la 
región genómica del gen HFE con la base de datos de ESTs utilizando el programa 
BLAST.  
  
Los documentos incluidos en este apéndice corresponden a un modelo de carta 
de consentimiento informado utilizada para el estudio de las mutaciones del gen HFE en 
5370 donantes de sangre y a los modelos de cartas con los posibles resultados del 




A1 Tablas de primers diseñados  
 
 Los primers que se describen a continuación fueron diseñados sobre secuencia 
genómica utilizando el programa OLIGO 4.0 de Machintosh. 
 
A1.1. Tabla de primers diseñados para la secuenciación los exones del gen HFE 
 
 
Primer Secuencia 5'-3' Localización Exón pb Ta Comentarios
HFEExon1.U AATCAACAACACCCCTTCAG 5'
HFEExon1.L AGGTCCTCCAAAGTTAGCAA IN 1
HFEExon2.U GCTCCCCTCCTACTACACAT IN 1
HFEExon2.L GGTCCCTATTTCCACCATCC IN 2
HFEExon3.U AGGGACCTATTCCTTTGGTT IN 2
HFEExon3.L GGGGCAGAAGTGTGTTTCCA IN 3
C282Y-F TGGCAAGGGTAAACAGATCC IN 3
C282Y-R CTCAGGCACTCCTCTCAACC IN4
HFEExon5.U TATGGCAGTGAGATGAGGAT IN 4
HFEExon5.L TAAGAGACTTCCCCCTTGTT IN 5
HFEExon61.U ATGCCTCTTTCCTGGGTCTC IN 5
HFEExon61.L GCTTGGTGACAGATGAGTTA Ex 6
HFEExon62.U AACTTTTCCTTTGAATCCTC Ex 6
HFEExon62.Lnew CCTGTTTCTATCACTGACAA IN 6
HFEExon62.L CTGGGACTACAGGCGTCTGC IN 6 Secuenciación exón 6
HFEExon71.U ATTCTGGGAAATCAGTTCAC IN 6
HFEExon71.L CTACAATGAGCGTAAATCAC Ex 7a
HFEExon7.U TTTAGTAGAGACAGGGTTTC IN 6 Secuenciación exón 7




HFEExon7.L CCGTAAGACAAAATGTAAAG Ex7b Secuenciación exón 7
HFEExon72.L AATAAATGTCTCCAAAATGAC Ex7b Secuenciación exón 7
HFEExon78.U CTGAGGGTTTTCCTGAAGGTAA Ex7b Secuenciación exón 7






















pb : pares de bases de la amplificación 
Ta : temperatura de annealing de la PCR 
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Primer Secuencia 5'-3' Localización  pb Ta Polimorfismo  restricción Comentarios
C282Y-F TGGCAAGGGTAAACAGATCC IN 3 Diagnóstico Hospital
C282Y-R-New TACCTCCTCAGGCACTCCTC IN4
C282Y-R1 CCACTGATGACTCCAATGACTA Ex5 L PCR Alelo específico
C282Y-Rm CCTGGGTGCTCCACCTGGT Ex 4 Proyecto cribado donantes
C282Y-Fw GGGAAGAGCAGAGATATACGTG Ex 4
C282Y-F TGGCAAGGGTAAACAGATCC IN 3
H63D-F ACATGGTTAAGGCCTGTTGC IN 1 Diagnóstico Hospital
H63D-R CTTGCTGTGGTTGTGATTTTC Ex 2
63Fw AGCTGTTCGTGTTCTATGATC Ex 2 PCR Alelo específico
HFE187Gas CTCCACACGGCGACTCTCATC Ex 2 Proyecto cribado donantes
HFEEx2U GCTCCCCTCCTACTACACAT IN 1
HFEEx2L GGTCCCTATTTCCACCATCC IN 2
282 mut GTACCCCCTGGGGAAGAGCAGAGATACA Ex 4 Múltiple PCR
282 rev CCATCCCCTAACAAAGAGCAGATCCTC IN 4 Proyecto cribado donantes
63fwd CACACTCTCTGCACTACCTCTT Ex 2 verificación de resultados
63 mut GGCTCCACACGGCGACTCACGT Ex 2
H63D-F ACATGGTTAAGGCCTGTTGC IN 1
H63D-R CTTGCTGTGGTTGTGATTTTC Ex 2
HFE.b GCATGTGCCACCTTAGGGAA 5' Secuenciación 
HHFE.1 CTCGGACTCACGCAGCAAGC Ex1-IN 1 promotor + ex1
AdeU GCCTCACTATGTGTAATCATTCTCCAGATAAT 5'
AdeL TGACTTAGAAATATAAAGCTTTTTCACTTTGT 5'
HFE.e CCAGATAATCCCAATACTGT 5' -467 C/G y Secuenciación
HFE.f CAACCTTAGACCAACTTATG 5' -410 A/C
HFEExon1.U AATCAACAACACCCCTTCAG 5'
Mwop TTCGTGCGCGTAACACCAATT Ex1
HFEExon2.U GCTCCCCTCCTACTACACAT IN 1
HFEExon2.L GGTCCCTATTTCCACCATCC IN 2
HFEExon71.U ATTCTGGGAAATCAGTTCAC IN 6
HFEExon71.L CTACAATGAGCGTAAATCAC Ex 7a





55 C282Y + H63D
RsaI
63 C282Y
294 58 H63D DpnII
BbrPLl
294 58 S65C HinfI
896 64 -467 G/C TaiI
182 55  -410 A/C AdeI
186
260 58 -48 C/G
58
MwoI
478 61 IVS2+4 T/C TaiI
581 48 Ex7+124 G/C BsaMI
 
pb : pares de bases de la amplificación 
Ta : temperatura de annealing de la PCR 




A1.3. Tabla de primers utilizados en los experimentos de RT-PCR y de 3’ RACE en el gen HFE (humano y murino) 
 
Primer Secuencia 5'-3' Localización pb* Ta** Comentarios
Ex1U CTAAAGTTCTGAAAGACCTGTTGCT Ex1 RT-PCR ex 1 - ex 6
Ex6L GAAGGCTAAAATCAAGGAGTTCGTC Ex6
Ex6U GATAAAAGCACTTACTTCGTGTCC Ex6 RT-PCR ex 6 - ex 7b
ESTL GAATGGTTTTGCCAGAGGTGAATA Ex7b
3' RACE (Smart kit) AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC(T)30VN 3' RACE (Kit Clontech)
UPM 10x CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 3' RACE (Kit Clontech)
CTAATACGACTCACTATAGGGC
hrace 1 TGGTGCCTTCATTTGGGATGCTACT Ex6 593 Detección formas: 6b
734 6a
739 7a
hrace 2 CAGGTGCTTCAGGATACCATA Ex7a 368 62 Detección forma 7a
hrace 3 CTGAGGGTTTTCCTGAAGGTAA Ex7b 896 62 Detección forma 7b
hrace 4 CATTCTGGTATCTCAAGCATTCTAT Ex7b 219 62 Detección forma 7b
MEx5.1U CACCATCTGTGCCATCTTCTTAG Ex 5 RT-PCR ex 5 - ex 6b
MEST.L GTGGTTCTTGTCATTCATTGAGG Ex6b
3' RACE (Smart kit) AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTAC(T)30VN 3' RACE (Kit Clontech)
UPM 10x CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 3' RACE (Kit Clontech)
CTAATACGACTCACTATAGGGC
mrace1 CAAAGACTTGGAGGGGGCACACT Ex6a 531 68 Detección forma 6a








*pb : pares de bases del cDNA 
**Ta : temperatura de annealing de la PCR 
 
A1.4. Tabla de primers utilizados en los experimentos de retardo en gel o Band-shift 
 

































A1.5. Tabla de primers utilizados en los experimentos de Reporter Gene (gen HFE humano) 
 
Primer Secuencia 5'-3' Localización pb Ta Comentarios
HFERG1(Xho I diana) GAGTCTCGAGTTCCCCAGCTCTGGCCGCA Ex1
HFERG2 (MluI diana) GAGGACGCGTTATCCTGTTTGATTTTCTTG 5'
HFERG1(Xho I diana) GAGTCTCGAGTTCCCCAGCTCTGGCCGCA Ex1
HFERG3 (MluI diana) AAGCACGCGTAAAGCAAAGTTTATTGAAG 5'
HFERG1(Xho I diana) GAGTCTCGAGTTCCCCAGCTCTGGCCGCA Ex1
HFERG4 (MluI diana) TTCAACGCGTGTCTTAGTGACAGCCTTTC 5'
GLprimer1 TGTATCTTATGGTACTGTAACTG Secuenciación





pb : pares de bases de la amplificación 
Ta : temperatura de annealing de la PCR 
La secuencia en negrita es la secuencia añadida para introducir la diana de restricción deseada. 
 
A1.6. Tabla de primers diseñados para la secuenciación de los exones del gen TFR2 
 
Primer Secuencia 5'-3' Localización Exones pb Ta Comentarios
TFR2-Ex1.U GTGAGGAGCAGCCTTGGTTCAGG 5' 1
TFR2-Ex1.L GGAAGAAGCGAGGTCAGGACACG IN 1
TFR2-Ex2-3.U CTATTCCAGAGAGCGGTAAGACT Ex 1-IN 1 2 y 3
TFR2-Ex2-3.L GAGGGGGACCCAGACACCAGAGG IN3
TFR2-Ex4-6.U CCCACGTCTCTGGCATCCTT IN 3 4, 5 y 6 1 M Betaina
TFR2-Ex4-6.L TCTCACAGCACCCTGAACGA IN 6
TFR2-Ex7-8.U GGTTTCTCCTGCCCTTATGAATC IN 6 7 y 8
TFR2-Ex7-8.L TCTCTGCTTCCTCCTCTTCTGGT IN 8
TFR2-Ex9.U GGAAAGAAATAAGGAAAAGAGTG IN 8 9
TFR2-Ex9.L GCCACCATCAGACCCAGTTCAGC IN 9
TFR2-Ex10.U TCTTTAGGGACTGGAGGGACTGC IN 9 10 1 M Betaina
TFR2-Ex10.L GGTGACGAAATAGAGGTGAAGTG IN 10
TFR2-Ex11-14.U GGACCAGGACAGAAGAAGACAAG IN 10 11, 12 1 M Betaina
TFR2-Ex11-14.L CCCCCAACTTACACCTCAGCATC Ex 14-IN 14   13 y 14p
TFR2-Ex14-16.U AATAGGGGGTGAAGGGGAGTAGG IN 13 14, 15 y 1 M Betaina
TFR2-Ex14-16.L CTGGAGGCAGGATGAAGGGAGTG IN 16 16
TFR2-Ex17.U GCCTCCAGCACTCTGTCCTCGTC IN 16 17 1 M Betaina












pb : pares de bases de la amplificación 




A1.7. Tabla de primers diseñados para la secuenciación de los exones del gen FPN1 
 
Primer Secuencia 5'-3' Localización Exón pb Ta Comentarios
FPN1U GGCGGCCCCAGTCGGAGGTC 5' 1
FPN1L TGTCTCCAAAGCCCCACCTG IN1
FPN2U GCATTCTGCCCTCAGCTCAT IN1 2
FPN2L TAACTGCTTGACAAAACTGG IN2
FPN3U TTTTGATAAGGAAGCAACTT IN2 3 1mM MgCl2
FPN3L GAGGTAGCTCAGGCATTGGT IN3
FPN4U GTGGATAAGAACAGTCTCAC IN3 4
FPN4L AAGCATTTTCATCCTTTACC IN4
FPN5U TTCCACCAAAGACTATTTTA IN4 5
FPN5L CATTTATCACCACCGATTTA IN5
FPN6U GCTTTGTATTGTGTAAATGG IN5 6
FPN6L CACTGGTAATAAAACCTGAT IN6
FPN7U TGGGAAGGGGAATAGAAGGA IN6 7 1mM MgCl2
FPN7L ATTAACATTTAGGGAACATT IN7
FPN8.1U TGCATATGTCAACAGATTTT IN7 8
FPN8.1L CAATAGGATCAATAAGGATA EX8













pb : pares de bases de la amplificación 




A2 Tablas de ESTs 
 
Los siguientes ESTs (Expressed sxeequence tags) fueron encontrados mediante análisis 
computacionales con el programa BLAST-base de datos de EST. La posición de los EST 
respecto al genómico fue determinada por alineamiento utilizando el programa SeqMan del 
software DNASTAR. 
 
A2.1. EST (expressed sequense tags) del gen HFE humano 
 
Nº GenBank IMAGE clone sentido Posición del EST Fuente pb EST pb inserto
AA319758 => pEx6... tumor glándula adrenal 308
AA876054 1161797 <= ...Ex7a NCICGAPCo10 (colon) 439 865
AA918942 1536110 <= ...Ex5-Ex6p NCICGAPKid5 (riñón) 148 1339
AI040303 1665328 <= ...Ex7a fibroblastos senescentes 380 874
AI122894 1509384 <= ...Ex7a NSF-F8-9W-OT-PA-P-S1 392 538
AI127651 1711165 <= ...Ex7a útero 438 669
AI127951 1711350 <= ...Ex7a útero 492 674
AI763178 2398203 <= ...Ex7a NCICGAPKid12 (riñón) 393
R07647 125808 <= ...Ex7a Hígado-bazo fetal 299 1191
R07696 125808 => pEx6... Hígado-bazo fetal 419 1191
R47761 153324 => pEx6... Pecho 343 1071
R50398 153324 <= ...Ex7a Pecho 258 1071
W21141 307162 => pEx5-pEx6... pulmón 268 1642
N93736 307162 <= ...pEx6-Ex7a pulmón 520 1642
BE272926 3544803 => pEx1-DelEx2-Ex3-pEx4... NIH_MGC_14, carcinoma renal 570
AW902003 <= pEx6... NN1022 sistema nervioso 334
AI949947 2470305 <= Ex7-Del62pbex6-Ex6... NCI_CGAP_Kid12 (riñón) 520
AI278822 1911933 <= Ex7b NCICGAPCo8 (colon) 403 1091
AI290427 1912854 <= Ex7b NCICGAPCo8 (colon) 462 1097
AI760080 2385306 <= Ex7b NCICGAPKid11(riñón) 385 824
AI358948 2012980 <= ...Ex6-In6 (forma 6b) NCICGAP-Brn23 (glioblastoma) 454 909
AI160732 1703419 <= ...Ex6-In6 (forma 6b) NCICGAP-Brn23 (glioblastoma) 457 876
AI079088 1669410 <= ...Ex6-In6 (forma 6b) NCICGAP-Brn23 (glioblastoma) 384 915  
 
Los clones en negrita fueron pedidos al consorcio I.M.A.G.E para su secuenciación. 
=> sentido 5’-3’. <= sentido 3’-5’. P = parcial. Pb= pares de bases. 
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A2.2. EST (expressed sequense tags) del gen HFE de ratón 
 
Nº GenBank IMAGE clon sentido Posición del EST Fuente (librería, tejido) pb EST
BB606288 => Ex1... RIKEN cDNA clon E130003F20 5' 253
BF465475 => Ex1... NIH_BMAP_Ret4_S2 (retina)
AA065412 515624 => Ex1-pex2 Stratagene cDNA testículo ratón 218
BE994943 => pEx1-ex2-pex3... NIH_BMAP_Ret4_S2 (retina) 489
AI850020 => pEx1-DelEx2-Ex3-pEx4... NIH_BMAP_MSC 457
AA217236 652689 <= ...pEx1-Ex2-pEx3 Soares mouse lymph node NbMLN (nódulo linfático) 464
BE995172 => pEx1-DelEx2-Ex3-pEx4... NIH_BMAP_Ret4_S2 (retina) 455
BF464345 => pEx1-DelEx2-Ex3... NIH_BMAP_Ret4_S2 (retina) 394
AA255260 719514 => pEx3-pEx4... Soares mouse NML spinal-cord 193
AA717575 1179063 => pEx5-delpEx6-Ex6... Soares_mammary_gland_NbMMG (glándula mamaria) 506
W11889 313224 => pex5-pex6... Soares mouse p3NMF19.5 feto 323
BE911301 3962613 => pEx6... NCI_CGAP_Mam1 (glándula mamaria) 554
AA265447 693674 => pEx6... Soares mouse NML (hígado) 486
AA880866 1276978 => pEx6... Stratagene mouse lung (pulmón) 329
BB312114 => pEx6... RIKEN cDNA clon B230331J20 (corpora quadrigemina) 337
BB315910 => pEx6... RIKEN cDNA clon B230361L09 (corpora quadrigemina) 325
BB518298 => pEx6... RIKEN cDNA clon D830028L22 (corazón neonatal) 310
BB536943 => pEx6... RIKEN  cDNA clon E130003F20 (ojo neonatal) 290
AV165187 => pEx6... RIKEN cDNA clon 3110032K20 (cabeza, embrión 13 días) 287
BB539144 => pEx6... RIKEN cDNA clon E130016L14 (ojo neonatal) 283
AV266378 => pEx6... RIKEN cDNA clon 4930517C10 (testículo) 262
BB537914 => pEx6... RIKEN cDNA clon E130008H13 (ojo neonatal) 271
BB496329 => pEx6... RIKEN cDNA clon D630002I23 (riñón neonatal) 274
AV257380 => pEx6... RIKEN cDNA clon 4921536E15 (testículo, ratón adulto) 255
AV366524 => pEx6... RIKEN cDNA clon (pulmón) 246
AV251328 => pEx6... RIKEN cDNA clon 4833430K06 (cabeza, neonatal) 232
AV281856 => pEx6... RIKEN cDNA clon 4933426P19 (testículo, ratón adulto) 213
AV087757 => pEx6... RIKEN cDNA clon  2310032M04 (lengua) 185
BE654559 <= ...pEx6 NIH_BMAP_MSC_N spìnal-cord 111
BE948921 => Ex6b... NIH_BMAP_M_S4 (cerebro) 603
BE447697 3329650 => Ex6b... Soares mouse 3NbMS (bazo) 448
BE447079 3329650 <= ...Ex6b Soares mouse 3NbMS (bazo) 464
 
Los clones en negrita fueron pedidos al consorcio I.M.A.G.E para su secuenciación. 







A.3. Modelo de carta de consentimiento en la participación del estudio de las mutaciones 







PROGRAMA DE PREVENCIÓN DE LA HEMOCROMATOSIS. 
 
La HEMOCROMATOSIS es una enfermedad frecuente debida a la 
acumulación de hierro que al cabo de los años puede producir cirrosis del 
hígado y otras enfermedades. El diagnóstico precoz permite evitar estas 
complicaciones. 
En este Hospital se está realizando un estudio de prevención de la 
hemocromatosis. En el caso de que usted desee participar se analizará su 
sangre sin que ello comporte ninguna molestia para usted (se utilizarán las 
mismas muestras de sangre que utilizamos para nuestras analíticas). Si 
detectásemos que usted puede desarrollar la enfermedad se lo comunicaremos 
y pondremos a su disposición el consejo y el tratamiento a seguir.  
 
Si usted desea participar en este programa de prevención debe darnos su 
consentimiento escrito: 
 
D/Dña.............................................................................................., con DNI 
........................, he sido informado de que se me efectuará un análisis para 
detectar mi posible predisposición a desarrollar la hemocromatosis  y de que se 
me informará tanto si el resultado es negativo como positivo. Sé que los 
resultados serán tratados de forma anónima y que no se utilizarán para otro fin 
que el indicado. Por ello decido dar mi consentimiento para colaborar en este 









A.4. Modelos de cartas del proyecto Hemocromatosis 
 
A continuación se presentan los 7 modelos de cartas de los resultados del genotipado y 
análisis bioquímico realizado dentro del programa de prevención de la Hemocromatosis 
Hereditaria realizado en el Hospital Clínico de Barcelona. Estos modelos se pueden resumir en: 
 
a) Carta de personas con genotipado C282Y/C282Y y alteraciones en los parámetros 
bioquímicos.  
b) Carta de personas con genotipado C282Y/C282Y y sin alteraciones en los parámetros 
bioquímicos.  
c) Carta de personas con genotipado C282Y/H63D y alteraciones en los parámetros 
bioquímicos.  
d) Carta de personas con genotipado C282Y/H63D y sin alteraciones en los parámetros 
bioquímicos. 
e) Carta de personas con genotipado C282Y/normal.  
f) Carta de personas con el resto de genotipados (H63D/normal, H63D/H63D y 
normal/normal) 








Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
Resultado del análisis que se le ha efectuado como participante en el programa de 
prevención de la hemocromatosis: 
 
Se ha detectado que presenta un genotipo de riesgo de HEMOCROMATOSIS (genotipo 
C282Y/C282Y del gen HFE). Además se han detectado alteraciones en los parámetros del 
hierro en su análisis.  
 
Es conveniente que se ponga en contacto con nosotros para ampliarle la información e iniciar 
una prevención que consistiría esencialmente en análisis periódicos y en seguir donando sangre 
bajo la supervisión de un especialista. Con esta intervención tan sencilla es previsible que la 
esperanza de vida sea absolutamente normal. 
 
Este estudio tiene una fiabilidad del 99%. 
 
Para cualquier aclaración acerca del resultado puede ponerse en contacto con nosotros al 


























Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
 
Resultado del análisis que se le ha efectuado como participante en el programa de 
prevención de la hemocromatosis: 
 
Se ha detectado que presenta un genotipo de riesgo de desarrollar una 
HEMOCROMATOSIS (genotipo C282Y/C282Y del gen HFE), si bien no se han detectado 
alteraciones en los parámetros del hierro en su análisis. Esto quiere decir que no ha desarrollado 
esta enfermedad. No obstante, resultaría muy recomendable que se pusiera en contacto con 
nosotros para ampliarle la información e iniciar en un futuro, si es preciso, una prevención que 
consistiría esencialmente en análisis periódicos y en seguir donando sangre bajo la supervisión 
de un especialista. 
 
Este estudio tiene una fiabilidad del 99%. 
 
Para cualquier aclaración acerca del resultado puede ponerse en contacto con nosotros al 
























Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
 
Resultado del análisis que se le ha efectuado como participante en el programa de 
prevención de la hemocromatosis: 
 
Se ha detectado que presenta un genotipo de riesgo leve de desarrollar 
HEMOCROMATOSIS (genotipo C282Y/H63D del gen HFE). Además se han detectado 
alteraciones en los parámetros del hierro en su análisis.  
 
Esto quiere decir que no se halla, a corto plazo, bajo un riesgo de desarrollar esta enfermedad. 
No obstante existe evidencia de que, a largo plazo, un pequeño porcentaje de personas con este 
genotipo pueden desarrollar hemocromatosis. Por lo tanto resultaría recomendable que muestre 
esta carta a su médico de cabecera para que valore la pertinencia de realizarle un análisis de 
sangre cada 1-2 años (consistente en medir la saturación de la transferrina) con el fin de inciar 
una prevención en el supuesto de que en algún momento el resultado indicase un posible 
acúmulo de hierro. 
 
También hay que señalar que, dado que usted es portador de la mutación C282Y del gen HFE, 
existe 1 posibilidad entre 17 de que su posible cónyuge también sea portador de la misma 
mutación. En este caso el 25% de sus posibles hijos/as serían homocigotos (C282Y/C282Y) y 
potencialmente afectos de la enfermedad a partir de la mayoría de edad. La hemocromatosis 
tiene una prevención muy sencilla consistente en análisis periódicos y en donar sangre 
periódicamente bajo la supervisión de un especialista. Por lo tanto resultaría conveniente el 
análisis del cónyuge. Para ello debe de ponerse en contacto con su médico de cabecera 
mostrándole esta carta con el fin de que valore y tramite, si lo considera oportuno, la solicitud 
de análisis genético de hemocromatosis (detección de mutaciones en el gen HFE) para su 
cónyuge. 
 
Este estudio tiene una fiabilidad del 99%. 
 
Para cualquier aclaración acerca del resultado puede ponerse en contacto con nosotros al 

















Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
 
Resultado del análisis que se le ha efectuado como participante en el programa de 
prevención de la hemocromatosis: 
 
Se ha detectado que presenta un genotipo de riesgo leve de desarrollar 
HEMOCROMATOSIS (genotipo C282Y/H63D del gen HFE), si bien no se han detectado 
alteraciones en los parámetros del hierro en su análisis. 
 
Esto quiere decir que no se halla, a corto plazo, bajo un riesgo de desarrollar esta enfermedad. 
No obstante existe evidencia de que, a largo plazo, un pequeño porcentaje de personas con este 
genotipo pueden desarrollar hemocromatosis. Por lo tanto resultaría recomendable que muestre 
esta carta a su médico de cabecera para que valore la pertinencia de realizarle un análisis de 
sangre cada 1-2 años (consistente en medir la saturación de la transferrina) con el fin de inciar 
una prevención en el supuesto de que en algún momento el resultado indicase un posible 
acúmulo de hierro. 
 
También hay que señalar que, dado que usted es portador de la mutación C282Y del gen HFE, 
existe 1 posibilidad entre 17 de que su posible cónyuge también sea portador de la misma 
mutación. En este caso el 25% de sus posibles hijos/as serían homocigotos (C282Y/C282Y) y 
potencialmente afectos de la enfermedad a partir de la mayoría de edad. La hemocromatosis 
tiene una prevención muy sencilla consistente en análisis periódicos y en donar sangre 
periódicamente bajo la supervisión de un especialista. Por lo tanto resultaría conveniente el 
análisis del cónyuge. Para ello debe de ponerse en contacto con su médico de cabecera 
mostrándole esta carta con el fin de que valore y tramite, si lo considera oportuno, la solicitud 
de análisis genético de hemocromatosis (detección de mutaciones en el gen HFE) para su 
cónyuge. 
 
Este estudio tiene una fiabilidad del 99%. 
 
Para cualquier aclaración acerca del resultado puede ponerse en contacto con nosotros al 
















Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
Resultado del análisis practicado formando parte del programa de prevención 
hemocromatosis: 
 
HETEROCIGOTO (ya que su genotipo es C282Y/normal). Esto quiere decir que la 
probabilidad de que usted desarrolle hemocromatosis en un futuro es remota. 
 
No obstante usted es portador heterocigoto de la mutación C282Y. Esto quiere decir que existe 
1 posibilidad entre 17 de que su posible cónyuge también sea portador de la misma mutación. 
En este caso el 25% de sus posibles hijos/as serían homocigotos (C282Y/C282Y) y 
potencialmente afectos de la enfermedad a partir de la mayoría de edad. La hemocromatosis 
tiene una prevención muy sencilla consistente en análisis periódicos y en donar sangre 
periódicamente bajo la supervisión de un especialista. Por lo tanto resultaría conveniente el 
análisis del cónyuge. Para ello debe de ponerse en contacto con su médico de cabecera 
mostrándole esta carta con el fin de que valore y tramite, si lo considera oportuno, la solicitud 
de análisis genético de hemocromatosis (detección de mutaciones en el gen HFE). 
 
 
Este estudio tiene una fiabilidad del 99%. 
 
Para cualquier aclaración acerca del resultado puede ponerse en contacto con nosotros al 






















Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
Resultado del análisis practicado formando parte del programa de prevención 
hemocromatosis: 
 
NORMAL (ya que no se ha detectado la mutación C282Y del gen HFE responsable de la 
mayoría de casos de hemocromatosis). 
 
Este estudio tiene una fiabilidad del 99%. 
 
Para cualquier aclaración acerca del resultado puede ponerse en contacto con nosotros al 

























Nombre Apellido1 Apellido2 
Calle Nº, piso 
Código postal- Ciudad 
 
Día de Mes de Año 
 
En relación con el análisis practicado formando parte del programa de prevención 
hemocromatosis no ha sido posible obtener ningún resultado debido a problemas técnicos. No 
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